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Za metastazne humane rakaste celice je značilno, da rastejo hitreje kot zdrave celice, 
hitreje porabljajo glukozo, ki jo večinoma pretvorijo v laktat, tega pa izločajo iz celic. 
Pojav je znan kot aerobna glikoliza ali Warburgov efekt. Podoben efekt je znan tudi pri 
kvasovki Saccharomyces cerevisiae, kjer pride pri visokih specifičnih hitrostih rasti, ob 
aerobiozi, do izločanja etanola (Crabtree efekt). 
 
Najpomembnejši proces metabolizma ogljikovih hidratov je glikoliza. Ključna regulacijska 
stopnja v glikolizi je fosforilacija fruktoze-6-fosfat, ki jo katalizira 6-fosfofrukto-1-kinaza 
(PFK1). Za pospešen (dereguliran) metabolni pretok preko glikolize pri tumorskih celicah 
je zelo verjetno odgovorna posttranslacijska modifikacija mišičnega tipa 6-fosfofrukto-1-
kinaze (PFK-M), ki sicer predstavlja najbolj kompleksen alosteričen regulatorni encim 
glikolize. Med posttranslacijsko modifikacijo PFK1 pride do odcepitve C-terminalnega 
dela molekule, preostanek, ki ohrani encimsko aktivnost pa ima spremenjeno encimsko 
kinetiko. Kratek 47 kDa fragment PFK1, ki nastane iz 85 kDa nativnega encima je bolj 
dovzeten za aktivacijo z efektorji kot nativni protein, predvsem pa je odporen na inhibicijo 
povratne zveze s citratom in ATP-jem (Šmerc in sod.,2011). Kot takšen predstavlja glavni 
metabolni motor hitre rasti rakastih celic.  
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Kratek fragment humanega PFK-M encima lahko celice sintetizirajo tudi po vnosu 
skrajšanega gena sfPFKM. Po vnosu takšnega gena v kvasovko S. cerevisiae kot modelni 
organizem so ugotovili, da povzroči deregulacijo glikolize, ki pripelje do metabolnega 
stresa in spremembe razmerja NADH/NADPH. 
 
V rakastih celicah se malični encim nahaja v citosolu in mitohondrijih, medtem ko je pri S. 
cerevisiae lociran le v mitohondriju. Malični encim pretvori malat do piruvata in nato 
citrata, s tem napaja biosintezo maščobnih kislin in omogoča rast rakastih celic. 
 
1.2 CILJI NALOGE 
 
Glede na to, da imajo humane celice NADP
+
 specifični malični encim, kvasovke pa ne, 
bomo poskusili z vnosom MAEA gena v transformanto S. cerevisiae z sfPFKM genom, 
omiliti porušeno ravnotežje med NADH/NADPH in omogočiti normalno rast. Spremljali 
bomo specifično hitrost rasti transformant S. cerevisiae na gojiščih z različnimi viri ogljika 
in dušika, ter preverili encimsko aktivnost maličnega encima. 
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Nastala transformanta S. cerevisiae sfPFKM/MAEA bo služila kot modelni organizem za 
študij metabolizma rakastih celic. 
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
- vnos humanega modificiranega sfPFKM gena in gena za malični encim v S. 
cerevisiae pod kontrolo primernega promotorja, 
 
- transformante S. cerevisiae, ki nosijo zapis za aktivni krajši PFK-M encim, bodo 
imele povečano specifično hitrost rasti pri nižjih koncentracijah sladkorjev. 
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Najpomembnejši začetni proces metabolizma ogljikovih hidratov je glikoliza, pri kateri se 
glukoza pretvori v piruvat. Pri aerobnih organizmih je glikoliza proces, v katerem se 
glukoza razgradi do piruvata, pri tem pa nastaneta 2 molekuli ATP. Za anaerobne 
organizme je ATP, ki se sintetizira pri glikolizi, edini dostopni vir kemijsko vezane 
energije iz metabolizma ogljikovih hidratov (Boyer, 2005). 
 
Glikolitična pot je sestavljena iz desetih encimsko kataliziranih reakcij, ki so razdeljene na 
dve fazi. Prva faza je pripravljalna in obsega prvih pet reakcij, pri katerih pride do 
aktivacije glukoze. Vsota prvih petih reakcij: glukoza + 2 adenozin trifosfat (ATP) = 2 
gliceraldehid-3-fosfat + 2 adenozin difosfat (ADP). V drugi fazi glikolize (donosna faza) 
se molekula gliceraldehid-3-fosfata oksidira do piruvata, nastaneta 2 molekuli ATP in 
NADH (Boyer, 2005). 
 
V celotni biosintezni poti glikolize so ključne tri reakcije (Berg in sod., 2002): 
- pretvorba glukoze v fruktozo 1,6-bifosfat (fosforilacija glukoze do glukoze-6-
fosfat, izomerizacija do fruktoze-6-fosfat in sekundarna fosforilacija do fruktoze-
1,6-bifosfat. Reakcija je katalizirana preko fosfofruktokinaze (PFK)), 
- cepitev fruktoze-1,6-bifosfat na dve triozi-fosfat (gliceraldehid-3-fosfat in 
dihidroksiacetonfosfat), 
- oksidacija in fosforilacija gliceraldehid-3-fosfata in nastanek piruvata. 
 
Celotna reakcija glikolize:  glukoza + 2 fosfat (P) + 2 ADP + 2 NAD
+ 
(oksidirana oblika 
nikotinamid adenin dinukleotida) = 2 piruvat+ 2 ATP + 2 NADH (reducirana oblika 
nikotinamid adenin dinukleotida) + 2 protona (H
+
) + 2 H2O (Boyer, 2005). 
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2.1.1 Regulacija glikolize 
 
Poraba glukoze preko glikolizne poti je močno regulirana in odvisna od energijskih in 
metabolnih potreb celice. Usklajena je z drugimi potmi proizvodnje in porabe energije, 
vključno z glukoneogenezo, pentoza fosfatno potjo (PPP) in ciklom trikarboksilnih kislin 
(TCA). Glikolitičen tok v evkariontskih organizmih je reguliran z alosteričnimi encimi, ki 
ohranjajo njihovo regulacijo preko povratne inhibicije, kljub povišani aktivnosti 
intermediarnih encimov. Glikoliza je močno regulirana preko treh ključnih alosteričnih 
encimov: heksokinaze, 6-fosfofrukto-1-kinaze in piruvat kinaze (Chen in sod., 2012). 
 
V glikolizi so reakcije, ki jih katalizirajo heksokinaza, fosfofruktokinaza in piruvat kinaza, 
irreverzibilne, zato morajo ti encimi imeti tako regulatorno kot katalitsko funkcijo. Vsak 
izmed teh encimov deluje kot kontrolna točka. Njihove aktivnosti so regulirane z 
reverzibilno vezavo alosteričnih efektorjev ali kovalentno modifikacijo. Delovanje in s tem 
povezan izkoristek encimov se spreminja z regulacijo transkripcije glede na spreminjajoče 
se potrebe metabolizma (Berg in sod., 2002). 
 
Glikolizna pot je strogo nadzorovana glede na celične potrebe po ATP in NADH. Ključna 
regulacijska stopnja v glikolizi je 3 reakcija, fosforilacija fruktoze-6-fosfat, ki jo katalizira 
fosfofruktokinaza (PFK). Encim je alosteričen, njegova aktivnost pa je uravnavana s 




Slika 2: Fosforilacija fruktoze-6-fosfata (Berg in sod., 2002) 
 
2.1.1.1 Vloga 6-fosfo-fruktokinaze  
 
Bakterijska PFK je približno za polovico manjša od PFK encima sesalcev. Kot rezultat ima 
PFK sesalcev dodatna mesta, poznana alosterična mesta za vezavo ATP, ki ima inhibitorni 
učinek, in fruktozo-2,6-bifosfat, ki je glavni fiziološki aktivator encima (Sola-Penna in 
sod., 2010). Aktivna mesta evkariontskih PFK1 so locirana le v N-terminalnem delu 
(Poorman in sod., 1984). V nasprotju pa alosterična vezavna mesta za ligande v C-
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6-fosfo-fruktokinaza (PFK1) je izpostavljena kompleksni alosterični regulaciji, ki omogoča 
močan nadzor nad glikolitičnim tokom in usklajevanjem vstopa glukoze v glikolizo glede 
na celokupne metabolne potrebe celice (Mor in sod., 2011). Najbolj kompleksna kontrola 
glikolitičnega toka je vezana na PFK1, ki nadzira regulatorni vlogi ostalih dveh 
alosteričnih encimov. PFK1 katalizira fosforilacijo fruktoze-6-fosfat do fruktoze-1,6-
bifosfat, kjer je donor fosfata MgATP (Dunaway, 1983). 
 
Stimulacija PFK1 poteka s fruktozo-2,6-bifosfat, ADP/AMP (adenozin difosfat/ 
monofosfat) in amonijevimi ioni, citrat in ATP pa delujeta kot močna inhibitorja 
(Dunaway, 1983):  
- ATP: PFK alosterično inhibira visoka koncentracija ATP. Molekula ATP se veže 
na encim na dveh mestih, na aktivnem mestu kot substrat in na regulacijskem mestu 
kot modulator. Kadar se veže na regulacijsko mesto, zmanjša afiniteto encima za 
substrat fruktozo-6-fosfat (F-6-P) (Boyer, 2005). ATP z vezavo na mesto na PFK, 
ki se razlikuje od aktivnega mesta, povzroči konformacijsko spremembo zaradi 
rotacije na položaju Arg162 in Glu161. V visoko afinitetnem stanju, pozitiven 
naboj na Arg162 stabilizira negativen naboj na fosfatu F-6-P in je afiniteta nizka. V 
nizkem afinitetnem stanju pa negativni naboj na Glu161 zavrača F-6-P (Chen in 
sod., 2012). ATP zavira delovanje PFK-1, AMP pa ga aktivira, in s tem je 
zagotovljen mehanizem, skozi katerega lahko uravnava aktivnost glede na 
energetsko stanje celice, in preprečuje razgradnjo glukoze, dokler je prisotna dovolj 
velika količina ATP (Mor in sod., 2011).  
 
- CITRAT: Encim PFK-1 je reguliran tudi preko drugih metabolitov. Med alosterične 
ligande spada citrat, ki deluje kot potencialni inhibitor vseh sesalskih izoform PFK1 
(Legiša, 2014). Visok nivo citrata pomeni, da so biosintezni prekurzorji napolnjeni 
in ne sme priti do nadaljnje razgradnje glukoze v ta namen. Citrat zavira delovanje 
PFK-1 s povečevanjem inhibitornega učinka ATP (Berg in sod., 2002). 
 
- FRUKTOZA-2,6-BIFOSFAT: Najmočnejši alosterični aktivator PFK-1 je fruktoza-
2,6-bifosfat (F-2,6-BP), ki lahko poveča encimsko aktivnost, tudi v prisotnosti ATP 
(Mor in sod., 2011). F-2,6-BP aktivira PFK-1 s povečanjem afinitete za F-6-P in 
zmanjša inhibitorni učinek ATP (Berg in sod., 2002). Ker F-2,6-BP tudi nastaja iz 
F-6-P, je njegova funkcija, da poveča glikolizo ko je glukoza prisotna. Z 
omogočanjem regulacije PFK-1, da se izogne inhibiciji z ATP, ima F-2,6-BP vlogo 
pri povečani aktivnosti PFK-1, ki je prisotna v mnogih rakastih celicah (Mor in 
sod., 2011). 
 
Ker PFK-1 deluje kot varuh glikolize je njegova aktivnost močno nadzorovana. 
Lokalizacija ob aktinskih filamentih v citoskeletu povečuje PFK-1 aktivnost. Laktat, 
končni produkt glikolize, povzroči disociacijo tetramerov na dimere, kar zmanjšuje 
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encimsko dejavnost, in s tem povzroča negativno povratno informacijo v glikolizi (Mor in 
sod., 2011). 
 
Preglednica 1: Vsi efektorji PFK-1 
Efektorji  Aktivator Inhibitor 
Fruktoza-2,6-bifosfat  +  
ATP      + 
ADP/AMP  +  
Citrat      + 
 
V rakastih celicah je aktivnost PFK1 encima povečana zaradi izgube funkcije p53, kar vodi 
v deregulacijo TP53-induciranega glikoliznega in apoptoznega regulatorja (TIGAR 
protein), ki deluje kot fruktoza-2,6-bifosfataza (Bensaad in sod., 2006). Nivo F-2,6-BP je 
povišan v tumorjih in deluje kot močan pozitivni stimulans (Legiša, 2014). Izražanje PFK1 
genov je povečano v rakastih celicah na račun povišane aktivnosti transkripcijskega 
faktorja HIF-1α, ki v kombinaciji z c-Myc, poveča sintezo glavnih encimov glikolize 
(Huang in sod., 2008). 
 
2.1.1.2 Posttranslacijska modifikacija PFK1 
 
Ugotovili so, da med posttranslacijsko modifikacijo PFK1 pride do proteolitičnega odcepa 
C-terminalnega dela molekule, ostane pa N-terminalni del, kjer se nahaja tudi aktivni 
center. Aktivni krajši fragment PFK1 ima spremenjeno encimsko kinetiko tako, da je 
odporen na inhibicijo s citratom, medtem ko specifični aktivatorji dvignejo njegovo 
aktivnost na višji nivo kot pri nativnem encimu (Legiša, 2014). 
 
Posttranslacijska modifikacija PFK1 spremeni kinetične lastnosti encima in s tem 
onemogoči inhibicijo s citratom (Mesojednik in Legiša, 2005). 
 
2.1.1.2.1 Posttranslacijska modifikacija PFK1 pri Aspergillus niger 
 
Nativni encim z molekulsko maso 85 kDa, cepijo specifične proteaze do aktivnega encima 
z molekulsko maso 49 kDa. Nato v drugi fazi pride do fosforilacije proteinske molekule 
PFK ob sodelovanju cAMP-odvisne proteinske kinaze (PKA) (Mesojednik in Legiša, 
2005), kar vodi v ponovno aktivnost kratkega PFK1 fragmenta. Z odstranitvijo C-
terminalnega dela encima, kjer se nahajajo vezavna mesta za citrat, in ohranitvijo 
aktivnega mesta na N-terminalnem delu, je novo nastali protein obdržal encimsko 
aktivnost in postal odporen na inhibicijo s citratom (Mlakar in Legiša, 2006). 
 
Pri nativnem encimu PFK1 A. niger pride pri posttranslacijski modifikaciji najprej do 
cepitve s serinsko proteazo, da nastane krajši fragment, ki je sprva neaktiven, vendar po 
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fosforilaciji specifičnega treoninskega ostanka, ki je lociran v aktivnem centru encima, 
ponovno postane aktiven. Negativno nabit aminokislinski ostanek (fosforiliran treonin) je 
ključen za nastanek encimske aktivnosti. V izogib naravni posttranslacijski modifikaciji so 
visoko aktiven kratek PFK1 fragment uspeli dobiti z zamenjavo kodona za treoninski 
ostanek s kodonom za glutaminsko kislino v skrajšanem A. niger pfkA, zato je potreba po 
fosforilaciji sprva neaktivnega krajšega PFK1 fragmenta nepotrebna in je aktivni krajši 
PFK1 fragment kodiran neposredno preko spremenjenih mt-pfkA genov (Šmerc in sod., 
2011). 
 
2.1.1.2.2 Modificiran gen za mutirani skrajšani gen PFKA 
 
Mutirani skrajšani gen (mtPFKA) kodira sintezo aktivnega krajšega fragmenta 6-
fosfofrukto-1-kinaze (PFK1), ki za indukcijo aktivnosti ne potrebuje posttranslacijske 
modifikacije.  
 
V izogib fosforilaciji neaktivnega kratkega fragmenta PFK1 v celicah A. niger, so uvedli 
mestno-specifično (tarčno) mutacijo v t-pfkA10 gen, s tem je nastal mt-pfkA gen. Strategija 
mutacije je bila izbrana na podlagi analize (NetPhos software) prepoznavnih mest za 
fosforilacijo z različnimi kinazami na encimu A. niger. Upoštevali so tudi specifična tarčna 
mesta za proteinske kinaze. Kriterije za izbiro tarčnih serinskih/treoninskih ostankov so 
izbrali na poravnanem aminokislinskem zaporedju kratkega fragmenta A. niger in PFK-A 
encima E.coli. Najprimernejši kandidat za uvedbo točkovne mutacije je bil treoninski 
ostanek, lociran na poziciji 89, katerega potencialna vrednost fosforilacije je 0,975 
(Capuder in sod., 2009). 
 
Peptidne regije sosednjih mest za fosforilacijo so identične skupnim zaporedjem za 
substrat  fosforilaze b kinaze (PhK) (–RX-X-S/T-F-) in podobne zaporedjem za PKA (-R-
R-X-S/T-hyd-) (Capuder in sod., 2009). 
 
2.1.1.2.3 Postranslacijska modifikacija pri rakavih celicah 
 
V genomu sesalcev so prisotni trije geni za fosfofruktokinazo-1 (PFK1), ki se različno 
izražajo  v posameznih tkivih. V človeških tkivih, imajo proteinski produkti teh genov 
naslednje molekulske mase: mišični (PFK-M) 85,051 Da (Yamasaki in sod., 1991), jetrni 
(PFK-L) 84,917 Da (Elson in sod., 1990) in trombocitni tip (PFK-P) 85,596 Da (Eto in 
sod., 1994). Funkcija encima je odvisna od celičnega tipa, saj je lahko tetramer, 
homotetramer ali heterotetramer (Mor in sod., 2011). Po translaciji se PFK monomeri 
povežejo, saj je dimerizacija monomerov ključna za vzdrževanje terciarne strukture 
encima. PFK dimeri imajo minimalno katalitično aktivnost, vendar lahko tvorijo PFK 
tetramere, ki so popolnoma aktivni (Sola-Penna in sod., 2010). 
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S poravnavo aminokislinskih zaporedij treh humanih PFK izoencimov in zaporedjem 
encima A. niger, so negativno nabit aminokislinski ostanek (asparaginsko kislino) našli 
prisoten le v zaporedju PFK-M na poziciji, ki ustreza treoninskemu ostanku v proteinu A. 
niger. PFK-M z negativno nabitim ostankom asparaginske kisline je najverjetnejši 
kandidat za generiranje aktivnih krajših fragmentov PFK1 po posttranslacijski 
modifikaciji, ki poteče v enem koraku (Šmerc in sod., 2011). 
 
Proteolitična cepitev C-terminalnega dela  85-kDa PFK-M vodi v aktiven, kratek 47-kDa 
fragment, ki je neobčutljiv na inhibicijo s citratom in ATP. Le kratki 47-kDa fragment in 
ne nativni 85-kDa PFKM je prisoten v tumorigenih celičnih linijah, vključno z B16-F10 
melanomom, HeLa celicah karcinoma, Nb2-11 l in Tf-1 limfomu. Podobne fragmente so 
odkrili tudi v tumorskem tkivu, ki se je razvilo pri miših po subkutani infekciji s 
tumorogenimi celicami B16-F10. Proteolitična cepitev zajčje mišice PFK-M vodi v 
nastanek aktivne kratke oblike fragmenta, ki je odporen na inhibicijo s citratom, kar 
pomeni, da pri sesalcih obstaja en sam korak v posttranslacijski modifikaciji (Šmerc in 
sod., 2011). 
 
2.1.2 Priprava sfPFKM gena 
 
Izhodni sev S. cerevisiae HD56-5A je avksotrof, za svojo rast potrebuje nukleotid uracil in 
vsebuje vse nativne gene pfk za nativne encime PFK. Gostiteljski sev HD114-8D izvira iz 
seva HD56-5A in ima izbita gena za obe podenoti PFK1. To sta gena pfkA in pfkB. Tak 
sev ne more rasti na glukozi, kot edinemu viru ogljika. Raste pa na gojišču z glicerolom in 
etanolom. HD114-8D z izbitimi nativnimi geni za pfk je primeren za vnos nativnega in 
modificiranega humanega gena pfk-M. V sev HD114-8D so vnesli plazmid p416 s 
promotorjem GPD z vključkoma za nativni humani gen pfk-M in modificirani humani gen 
pfk-M, ki nosi zapis za kratki fragment 47 kDa. Oba plazmida vsebujeta poleg vključka, 
mesta ori, restrikcijskih mest, terminatorja in promotorja GPD tudi komplementacijo z 
URA3, ki omogoča, da transformirane celice same sintetizirajo uracil (Vozel, 2012). 
 
2.1.3 Fiziologija kvasovke S. cerevisiae sfPFKM 
 
Kvasovka S. cerevisiae z vnešenim sfPFKM (hpfkMfrg9) genom, ki kodira sintezo 
aktivnega 47 kDa kratkega PFK-M proteina, je bolj dovzetna za aktivacijo z efektorji kot 
nativni protein, predvsem pa je odporna na inhibicijo povratne zveze s citratom in ATP-
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2.1.3.1 Porušeno ravnotežje NADH/NADPH pri S. cerevisiae sfPFKM 
 
Za normalno rast mora celica uravnavati ravnotežje pretoka elektronov preko kofaktorjev 
NADH in NADPH. Pri kvasovki S. cerevisiae je večja kompleksnost pri uravnavanju 
nastajanja in porabe kofaktorjev kot pri bakterijah, saj nima transhidrogenazne aktivnosti, 
ki pretvori NADH direktno v NADPH. Metabolizem je lahko razdeljen glede na lokacijo v 
citosol in mitohondrije, nastajanje in poraba kofaktorjev NADH in NADPH pa mora biti 
uravnotežena v vsakem celičnem kompartmentu (Moreira dos Santos in sod., 2004). 
 
V  kvasovki S. cerevisiae NADPH nastaja le v določenih reakcijah: 
1. reakcija katalizirana z dvema dehidrogenazama v pentoza fosfatni poti (PP) 
(glukoza-6-fosfat dehidrogenaza in 6-fosfoglukonat dehidrogenaza), 
2. reakcija katalizirana z  NADP+ odvisno izocitrat dehidrogenazo (Moreira dos 
Santos    in sod., 2004),  
3. reakcija katalizirana z  NADP+ odvisno acetaldehid dehidrogenazo (Ferreira in sod., 
2004) in 
4. reakcija katalizirana z NADP+ odvisno alkoholno dehidrogenazo (Adh6) (Larroy in 
sod., 2003). 
 
Pentoza fosfatna pot predstavlja glavni vir nastanka NADPH v S. cerevisiae (Moreira dos 
Santos in sod., 2004). Visoka aktivnost na nivoju PFK pri sevu s sfPFKM povzroči 
prekomerno tvorbo glikolitičnega NADH, zato pride do porušenega ravnotežja med 
NADH/NADPH. Opazili so, da dodatek 10 mM etanola ravnotežje NADH/NADPH delno 
popravi in ponovno omogoči rast sfPFKM seva na maltozi (Andrejc in sod., 2017). 
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Slika 3: Nastajanje NADPH pri S . cerevisiae, vir substrata za rast je etanol (Boubekeur in sod., 2001) 
 
2.2 METABOLIZEM PRI RAKU (WARBURG EFEKT) 
 
Hitro rastoče rakaste celice potrebujejo več energije kot normalne celice, zato je 
presenetljivo, da v nasprotju z običajnimi celicami, rakaste celice uporabljajo precej 
neučinkovito reakcijo »aerobne glikolize«, da ustvarijo in zagotovijo večino potrebne 
energije. Možen razlog za to bioenergetsko spremembo je potreba po nastajanju drugih 
končnih metabolnih produktov, ki zagotavljajo hitro rast in proliferacijo v območjih z 
nizko koncentracijo kisika, ter prilagajanje in izogibanje smrti v toksičnih okoljih ali zaradi 
učinkov citotoksičnih zdravil za zdravljenje raka (Dakubo, 2010). 
 
Otto Warburg je postavil hipotezo, da je neoplastična transformacija posledica trajne 
poškodbe mitohondrijske respiracije. Rakaste celice so zato prisiljene, da se zanesejo na 
neučinkovit glikolitičen način sinteze ATP (2 ATP/ glukozo), namesto respiracije, ki  
proizvede mnogo več ATP/ glukozo (36 ATP/ glukozo). Warburg je opazil, da v pogojih z 
normalno koncentracijo kisika, normalne celice proizvedejo večino svoje energije preko 
mitohondrijskega dihanja. Nasprotno, pa pri rakastih celicah nastane več kot 50 % energije 
v  citosolu preko glikolize, preostanek pa iz mitohondrijske dihalne verige (Dakubo, 2010). 
 
Izbran način pretvorbe energije v »aerobni glikolizi« se kaže pri tumorskih celicah v 
zmanjšani stopnji respiracije, povečani stopnji porabe glukoze in pretvorbi večine glukoze 
v laktat in s tem v povečani stopnji nastajanja laktata, kljub prisotnemu kisiku v celicah 
12 
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(Diaz-Ruiz in sod., 2009). Aerobna glikoliza je adaptivni mehanizem, ki vključuje več 
vzporednih poti, da se ohranijo fenotipske značilnosti rakastih celic, vključno s preživetjem 
v hipoksičnih pogojih, metastaziranje in izogibanje apoptozi (Dakubo, 2010). 
 
Intermediati glikolize in ostalega primarnega metabolizma služijo kot prekurzorji pri 
anabolnih reakcijah. 
 
Preglednica 2: Povezava signalnih poti in regulacijskih faktorjev vpliva na glikolitski fenotip 
(regulacijo glikolize) rakastih celic (Dakubo, 2010) 
REGULACIJSKI 
FAKTOR 
















- encim, ki kontrolira hitrost 
metabolnega  
  pretoka 
- prvi encim, ki skrbi za fosforilacijo    
  glukoze, ko vstopi v celico 
- omogoča večji vstop glukoze v 
celico  







v rakastih celicah. 
- povišano izražanje membranskih 
  transporterjev glukoze v plazmi 
- povišano izražanje 
fosfofruktokinaze  
 




 - inducira izražanje glikolitičnih 
genov, kot  
  so heksokinaza II, enolaza, laktat 







Stabilen, tudi v 
normoksičnih pogojih. 
 
- povišano izražanje transporterjev 
glukoze 
- inducira izražanje vseh glikolitičnih 
encimov 
- inducira izražanje laktat 
dehidrogenaze in   
  monokarboksilat transportetja 4 
- inhibira piruvat dehidrogenazo 
preko  
  aktivacije PDK1 
p53 Tumor supresorski 
gen; varuh genoma 
Mutiran pri 
mnogih rakih. 
- regulacija preko izgube TIGAR in 
SCO2 
 
2.2.1 Regulacija ravnotežja NADH/NADPH pri rakastih celicah 
 
Glikoliza, cikel trikarboksilnih kislin (TCA) in dihalna veriga so med seboj močno 
povezani. TCA cikel je v glavnem reguliran preko dostopnosti substrata in inhibiran preko 
akumulacije produkta in drugih intermediatov cikla. Izguba respiracije vodi do 
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akumulacije NADH in drugih kritičnih regulatorjev TCA cikla kot so oksaloacetat, sukcinil 
CoA in citrat. NADH in sukcinil CoA zavirata citrat sintazo, izocitrat dehidrogenazo in α-
ketoglutarat. NADH zavira piruvat dehidrogenazo (PDH), citrat pa zavira citrat sintazo.  
Poškodbe dihalne verige vodijo v zmanjšanje pretvorbe piruvata do acetil CoA in 
zmanjšanje aktivnost TCA cikla. Tudi v prisotnosti kisika je glikoliza normalen način 
delovanja za rakaste celice, da zagotovi vso potrebno energijo za celične funkcije, medtem 
ko poskuša najti zamenjavo za ireverzibilno izgubo respiracije tako, da pridobiva energijo 
s fosforilacijo na nivoju substrata (Dakubo, 2010). 
 
Med normalno celično oksigenacijo, piruvat iz glikolize vstopi v mitohondrije in se 
pretvori v acetil-CoA s pomočjo piruvat dehidrogenaze (PDH). Acetil-CoA se presnavlja v 
TCA ciklu, da zagotavlja reducirajoče ekvivalente za proizvodnjo energije v dihalni verigi. 
Zaradi motene respiracije rakastih celic, se piruvat in NADH kopičita v citosolu. 
Stabilizirani HIF1 v raku ali hipoksičnih celicah inducira laktat dehidrogenazo in 
membranski monokarbosilatni transporter 4 (MCT4). Laktat dehidrogenaza pretvori 
piruvat in NADH do laktata in NAD
+. Laktat se nato prenese v zunajcelični prostor z 
MCT4, NAD
+
 pa se dovaja nazaj v glikolizo, da ga lahko uporabi gliceraldehid-3-fosfat 
dehidrogenaza (Dakubo, 2010). Sinteza laktata omogoči reoksidacijo NADH. 
 
Hipoksija inducibilni faktor 1 (HIF1) zavira mitohondrijsko dihanje in s tem spodbuja 
glikolizo. Posredno, HIF1 zavira PDH, encim, ki katalizira irreverzibilno pretvorbo 
piruvata v acetil-CoA, ki se nato presnovi v TCA ciklu, da nastaneta NADH in FADH2 za 
elektronsko transportno verigo (Dakubo, 2010). 
 
Hitro rastoče tumorske celice potrebujejo stalno oskrbo z ATP-jem in reducirajočo 
energijo v obliki NADPH. Ko je na voljo dovolj ATP lahko NADPH postane limitirajoči 
faktor rasti (Vander Heiden in sod., 2009).  
 
Glede na to, da se piruvat porabi za reoksidacijo NADH do laktata, se mora TCA cikel v 
rakastih celicah napajati preko glutamina. Glutaminoliza  je serija biokemijskih reakcij, pri 
kateri pride do razgradnje glutamina na glutamat, aspartat, CO2, piruvat, laktat, alanin in 
citrat. Glutamin lahko zapusti TCA cikel kot malat in služi kot substrat za malični encim, 
ki proizvaja NADPH (Chen in sod., 2012). Med glutaminolizo pride do oksidacije malata 
do piruvata z NADP
+
 specifično malat dehidrogenazo (malični encim) v citosolu. Malični 
encim omogoča nastajanje NADPH, energijo ki je nujno potrebna kot donor elektronov v 
sintezi maščobnih kislin (Vander Heiden in sod., 2009). Rakaste celice so občutljive na 




Ambrožič T. Priprava gensko spremenjene kvasovke S. cerevisiae … študij metabolizma rakastih celic. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
 
Slika 4: TCA cikel pri rakastih celicah. Ključna razlika v primerjavi z kvasovko je v glutaminolizi, ki 
omogoča nastajanje NADPH preko delovanja maličnega encim (razlike med rakastimi in kvasnimi 
celicami v TCA ciklu so označene z okvirjem) (Legiša, 2014). 
 
Malat služi kot substrat za citosolni NADP+ odvisen malični encim. Malični encim je 
močno izražen pri številnih tumorskih celičnih linijah, kar ga povezuje s stopnjo malignosti 
pri hepatomih  (Diaz-Ruiz in sod., 2009). 
 
2.2.1.1 NADPH specifični malični encim 
 
Pri  evkariontih je malični encim lokaliziran v citosolu in/ali mitohondrijih. V bakteriji 
E.coli se nahajata dva gena s homologijo za malični encim, sfcA (maeA) in maeB (ypfF) 
(Bologna, 2007). Pri kvasovki S. cerevisiae je malični encim kodiran z MAE1 genom. 




+. Malični encim katalizira reverzibilno oksidativno dekarboksilacijo malata do 




 kot redoks kofaktor [malat + 
NAD(P)
+
 → piruvat + CO2 + NAD(P)H] (Boles in sod., 1998). S. cerevisiae MAE1 gen 
kodira mitohondrijski malični encim, katerega fiziološka vloga je povezana z reakcijo 
oksidativne dekarboksilacije malata, citosolnega koencima pa kvasovke nimajo (Zelle in 
sod., 2011). 
 
Aktivnost maličnega encima (pretvarja malat do piruvata) vključuje tudi piruvat 
karboksilazo in malat dehidrogenazo (katalizira reverzibilno redukcijo oksaloacetata do 
malata). NADPH nastaja na račun porabe enega mola ATP z delovanjem piruvat 
karboksilaze in porabe ene molekule NADH z delovanjem malat dehidrogenaze (Moreira 
dos Santos in sod., 2004). 
 
Z relokacijo maličnega encima v citosol s pomočjo metabolnega inženiringa, procesnega 
načrtovanja in adaptivne evolucije, so omogočili, da malični encim deluje kot anaplerotični 
encim v S. cerevisiae. NADH-odvisen sfcA malični encim Escherichia coli je izražen v 
kvasovki S. cerevisiae. Rast seva so omogočili z enotočkovno mutacijo (Asp336Gly), ki 
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povzroči spremembo encima iz prednostne uporabe NAD+  kot kofaktorja v NADP+  (Zelle 
in sod., 2011). 
 
2.3 GEN ZA NADPH SPECIFIČNI MALIČNI ENCIM 
 
Sintetični gen, sestavljen iz bakterijskega E. coli sfcA maličnega gena (maeA) z SpeI in 
XhoI restrikcijskimi mesti, so vstavili v p416-GPD s cepitvijo z encimoma XbaI in XhoI. 
Nastali plazmid so poimenovali MB5573 – centromerni kvasni vektor, URA3, PTDH3-E. 
coli sfcA-TCYC1. S sekveniranjem sfcA odprtega bralnega okvirja, TDH3 promotorja in 
CYC1 terminatorja so pri sevu MB5573 odkrili enotočkovno mutacijo A1007G, ki se kaže 
v aminokislinski spremembi v Asp336Gly (Zelle in sod., 2011). 
 
Mutacija v Asp336Gly je povzročila spremembo v uporabi nukleotidnega kofaktorja 
NAD
+
 pri maličnemu encimu E.coli. Mutacija se nahaja v NAD domeni sfcA in je blizu 
aminokislinske sekvence v predelu med 311-319 aminokislinskim ostankom, za katero se 
predvideva, da je NAD(P) vezavno mesto (Zelle in sod., 2011). 
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V preglednici 3 so navedene kemikalije, reagenti, encimi in kiti, ki smo jih uporabili pri 
delu.  
 
Preglednica 3: Seznam kemikalij in proizvajalcev 
PROIZVAJALEC KEMIKALIJA 
BioRad (ZDA)  BioRad Protein Assay 
Carlo Erba Reagenti (Italija) Glicerol 
Fermentas International (Kanada) Restrikcijski encimi BamHI, SacI, XhoI, 
restrikcijski pufer 10 x Tango
TM
 
Invitrogen (Kalifornija) Streptomicin in penicilin 
Megazyme (Irska) Komplet reagentov za določanje koncentracije maltoze 
MALTOSE, acetata ACETIC ACID, etanola ETHANOL, 
glicerola GLYCEROL GK 
Merck (Nemčija)  Agar, etanol 
Messer Slovenija (Slovenija)  Tekoči dušik  
Nippon Genetics Europe (Nemčija) Komplet za izolacijo plazmidne DNA: FastGene Plasmid 
Mini Kit, komplet za čiščenje PCR produkta in ekstrakcijo 
DNA iz gela: FastGene Gel/PCR Extraction Kit 
Sigma-Aldrich (Nemčija) Agaroza, amon sulfat, etidijev bromid, EDTA, fruktoza, 
glukoza, HEPES, KCl, kvasna dušikova baza brez 
aminokislin in amonijevega sulfata, kvasni sintetični 
nadomestek gojišča brez uracila, kvasni sintetični 
nadomestek gojišča brez histidina, leucina, triptofana in 
uracila, maltoza, MgCl2, litijev acetat, NADP
+
, 
polietilenglikol (PEG) 4000, L-glutamin, malična kislina, L-
histidin, L-triptofan, D-(+)-maltoza monohidrat, 
ditioeritritol (DTE), izopropanol, kalijev dihidrogenfosfat, 
kalcijev klorid, natrijev acetat, Tween 20, natrijev tiosulfat, 
Trizma® base (Tris), TEMED 
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3.1.2 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 4: Seznam laboratorijske opreme, aparatur in proizvajalcev 
PROIZVAJALEC OPREMA 
DNR Bio-Imaging Systems 
(Izrael) 
Transiluminator 
Eppendorf (Nemčija) Eppendorf avtomatske pipete, centrifuga 5415R, magnetno 
mešalo, namizna centrifuga MiniSpin, nastavki za pipete z 
membrano  
Gilson (ZDA)  Avtomatske pipete  
Gorenje (Slovenija) Mikrovalovna pečica  
Hettich (Nemčija)  Centrifuga Universal 320R  
IKA (Slovenija) Magnetno mešalo  
Iskra PIO d.o.o. (Slovenija)  Biološka brezprašna komora  
Kambič Laboratorijska oprema 
(Slovenija) 
Stresalnik IS-200K, inkubator I-115, avtoklav, 
stresalnik za kulture mikroorganizmov, inkubator za kulture 
mikroorganizmov 
Lauda (Nemčija)  Termoblok RE104, termostatska vodna kopel  
NanoDrop Technologies (ZDA)  Spektrofotometer NanoDrop®ND-1000 
PerkinElmer (ZDA)  Spektrofotometer Lambda 25 UV/VIS 
Sartorius Stedim Biotech (Nemčija)  Dismembrator »Micro-Dismembrator S«, membranski filter 
iz celuloznega acetata (premer por 0,45 μm) 
Sarstedt (Nemčija)  Centrifugirke, falkonke, nastavki za avtomatske pipete  
Tehtnica Železniki (Slovenija)  Tehtnica ET-1111  
Wild (Švica) Svetlobni mikroskop 
 
3.1.3 Gojišča in raztopine 
Za vzdrževanje kultur, nacepitve po transformacijah in gojenje smo uporabljali različna 
trdna gojišča z dodanim 2% agarjem, za spremljanje rasti kultur pa tekoča gojišča. Sestave 
gojišč smo izbrali na podlagi sevov in namene gojenja. 
V dodatke gojišča YNB (dodatek za pripravo trdnih gojišč) in YNBQ (dodatek za pripravo 
tekočih gojišč)  smo dodajali tudi antibiotika streptomicin in penicilin, za preprečevanje 
okužbe gojišč. 
 
Preglednica 5: Sestava YNB (dodatek za trdna gojišča) 
Sestavine Količina(250 mL) 






Streptomicin+penicilin (30 mg) 1,5 mL 
 dH2O Do 250 mL 
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Preglednica 6: Sestava YNBQ (dodatek za tekoča gojišča) 
Sestavine Količina(250 mL) 




Streptomicin+penicilin (30 mg) 1,5 mL 
 dH2O Do 250 mL 
*komponente smo raztopili v destilirani H2O, dopolnili do 250 mL in sterilno filtrirali. 
 
Preglednica 7: Sestava gojišča Sc-ura GE 
Sestavine Količina (100 mL) 
Dodatek kvasnega sintetičnega gojišča brez uracila 0,192 g 
Glicerol 2 mL 
Agar (za trdno gojišče) 2 g 
dH2O do 88 mL 
YNB/YNBQ (po avtoklaviranju) 




Preglednica 8: Sestava gojišča Sc-ura 
Sestavine Količina (100 mL) 
Dodatek kvasnega sintetičnega gojišča brez uracila 0,192 g 
Agar (za trdno gojišče) 2 g 
dH2O do 88 mL 
YNB/YNBQ (po avtoklaviranju) 




Preglednica 9: Trdno gojišče Sc-ura-leu- GLUKOZA/MALTOZA/FRUKTOZA (1%) 
Sestavine Količina (100 mL) 
Dodatek kvasnega sintetičnega gojišča brez histidina, levcina, triptofana in 
uracila 
0,139 g 
Histidin 7,6 mg 
Triptofan 7,6 mg 
Glukoza/maltoza/fruktoza (1 %) 1 g 
Agar (za trdno gojišče) 2 g 
dH2O do 90 mL 
YNB (po avtoklaviranju) 
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Preglednica 10: Gojišče Sc-ura-leu- GE 
Sestavine Količina 
Dodatek kvasnega sintetičnega gojišča brez histidina, levcina, triptofana in 
uracila 
0,139 g 
Histidin 7,6 mg 
Triptofan 7,6 mg 
Glicerol 2 mL 
Agar (za trdno gojišče) 2 g 
dH2O do 88 mL 
YNB/YNBQ (po avtoklaviranju) 




Preglednica 11: Gojišče Sc-ura-leu- z dodatki 
Sestavine Količina 
Dodatek kvasnega sintetičnega gojišča brez histidina, levcina, triptofana in 
uracila 
0,139 g 
Histidin 7,6 mg 
Triptofan 7,6 mg 
Agar (za trdno gojišče) 
E (glutaminska kislina)/ M (malat)/ G (glutamin) 
2 g 
25 mM 
dH2O do 88 mL 
YNB/YNBQ (po avtoklaviranju) 




Preglednica 12: Sestava LiOAc/TE 
Reagent Volumen (50 mL) 
Sterilna 500 mM EDTA 0,1 
Sterilni 1 M TrisHCl; pH= 7,5 0,5 
Sterilni 1 M LiOAc; pH= 7,0-7,4 (2,04 g/ 20 mL mQ) 5,0 
MilliQ 44,4 
 
Preglednica 13: Sestava LiOAc/TE + 40 % PEG 
REAGENT VOLUMEN (50 mL) 
Sterilna 500 mM EDTA 0,1 
Sterilni 1 M TrisHCl; pH= 7,5 0,5 
Sterilni 1 M LiOAc; pH= 7,0-7,4 5,0 
MilliQ 4,4 
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Plazmid p416 GPD 
 
Plazmid p416 GPD je ekspresijski vektor z majhnim številom kopij rekombinantnih genov 
in vsebuje signale za transkripcijo in translacijo (Mumberg in sod., 1995). Fragmente 
cDNA nhPFK-M in fragment sfPFK-M so vstavili pred promotor GPD plazmida.  
 
 
Slika 5: Plazmidna mapa p416 GPD (Addgene …, 2016) 
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Plazmid p415 GPD 
 
Slika 6: Plazmidna mapa p415 GPD (LGC Standards …, 2016) 
 
Plazmid MB5573  
 
Plazmid MB5573 je centromerni kvasni vektor: URA3, PTDH3-E. coli sfcA-TCYC1, izoliran 
iz seva IMY017: MATapyc1::kanMx pyc2::ILV2smr pdc2::loxP::hph::loxP ura3-52 (Zelle 
in sod., 2011). Plazmid MB5573 z vnesenim MAEA genom smo dobili od prof. Pronk-a, 
Delft University of Technology, Nizozemska, za kar se mu zahvaljujemo. 
 
3.1.4.2  Sevi 
 
Za transformacijo smo uporabljali kompetentne celice Escherichia coli TOP 10. 
 
Sev S. cerevisiae HD56-5A z genotipom MATα ura3-52 leu2-3, 112 his3-11, 15 MAL 
SUC GAL, je avksotrof in ima nativne gene pfk za nativne encime PFK. 
 
Sev S. cerevisiae HD114-8D z genotipom MATα pfk1::HIS3 pfk2::HIS3 ura3-52 leu2-3, 
112 his3-11, 15 MAL SUC GAL, ima izbite nativne gene za pfk, in je gostiteljski sev za 
vnos genov za sfPFKM. 
 
Sev nPFKM (nosi zapis za nPFKM gen, ki kodira nativni 85 kDa humani PFK-M protein) 
in sfPFKM (nosi zapis za sfPFKM gen, ki kodira kratek, 47 kDa PFK-M protein): za vnos 
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gena nPFKM/sfPFKM so kot izhodni sev uporabili S. cerevisiae HD114-8D z izbitimi geni 
za pfk. nPFKM/sfPFKM so transformirali v HD114-8D z p416 plazmidom. 
 
Za pripravo sevov za vnos MAEA gena smo uporabili plazmid p415 GPD, ki nosi zapis za 
levcinsko rezistenco. 
 
Preglednica 14: Sevi Saccharomyces cerevisiae 












, ura Sc-ura GE 
Npfkm p416-GPD nPFKM  Sc-ura GE 
SfPFKM p416-GPD sfPFKM  Sc-ura GE 
CYC nPFKA p416-CYC nPFKA  Sc-ura GE 
CYC sfPFK9 p416-CYC sfPFK9 Sc-ura GE 
TEF nPFKA p416-TEF nPFKA  Sc-ura GE 
TEF sfPFK9 p416-TEF sfPFK9 Sc-ura GE 
 
Preglednica 15: Sevi S. cerevisiae z vnesenim genom MAEA 







 in p415-GPD MAEA 
p416-GPD nPFKM in p415-GPD MAEA 
Sc-ura GE ura- 
Sc-ura-leu GE 
sfPFKM/MAEA p416-GPD sfPFKM in p415-GPD MAEA Sc-ura-leu GE 
CYCn/MAEA p416-CYC nPFKA in p415-GPD MAEA Sc-ura-leu GE 
CYCsf/MAEA p416-CYC sfPFK9 in p415-GPD MAEA Sc-ura-leu GE 
TEFn/MAEA p416-TEF nPFKA in p415-GPD MAEA Sc-ura-leu GE 
TEFsf/MAEA p416-TEF sfPFK9 in p415-GPD MAEA Sc-ura-leu GE 
 
3.1.5 Začetni oligonukleotidi 
 
Začetne oligonukleotide smo uporabili za sekveniranje p415-GPD MAEA, analizo 
uspešnosti transformacije po PCR na osnovi kolonije in prisotnost konstruktov v sevih. 
Začetne oligonukleotide za PFKA smo vzeli iz zbirke, za MAEA pa smo pripravili načrt 
začetnih oligonukleotidov in jih naročili.  
 
Začetni oligonukleotidI za pomnoževanje MAEA: 
- začetni oligonukleotid z restrikcijskim mestom Bam HI (ggatcc):  
TAATTCGGATCCGCCACCATGGAACCCAAGACTAAAAAACAACG  
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Za sekveniranje p415-GPD MAEA smo uporabili: 
- začetni oligonukleotid 910 (forward); zaporedje: TCCTTCCTTTTCGGTTAGAG 
(Sigma) 
- začetni oligonukleotid 2384 (reverse); zaporedje:  
CTTCTTAAATTCTACTTTTATAG (Operon) 
 
Za PCR na osnovi kolonije in potrditev uspešno vnešenega konstrukta v pridobljenih 
transformantah sevov smo uporabili: 
- Začetni oligonukleotid MAEA F - 5174 (forward); zaporedje: 
5'- TAATTCGGATCCGCCACCATGGAACCCAAGACTAAAAAACAACG-3'  
(Integrated DNA Technologies) 
- Začetni oligonukleotid MAEA R - 5175 (reverse); zaporedje: 
  5'-TAATTCCTCGAGTTAAATAGATGTTCTTCTGTAATCTCTATATTCTGCC-3' 
(Integrated DNA Technologies) 
 
Za potrditev, da je v pridobljenih transformantah sevov prisoten hpfk:  
- Začetni oligonukleotid pfk – 5228 (forward); 




3.2.1 Priprava gojišč 
 
Gojišče smo izbrali glede na lastnosti sevov. Vsa gojišča in njihove sestave, ki smo jih 
uporabljali v magistrskem delu so navedena v poglavju Materiali – Gojišča in raztopine. 
Potrebne sestavine za izbrano gojišče smo natehtali, raztopili v destilirani vodi, dopolnili 
do končnega volumna in avtoklavirali (T = 121 °C, P = 1,21 × 105 Pa, t = 20 min).  
 
Za pripravo trdnih gojišč je potreben še agar, ki smo ga dodali v 2 % koncentraciji. 
Sestavine, ki so občutljive na visoko temperaturo (etanol, glutamin, kvasna dušikova baza 
brez aminokislin in amonijevega sulfata, amon sulfat, streptomicin in penicilin) smo 
pripravili ločeno in jih gojiščem dodali po avtoklaviranju s sterilno filtracijo. Po končanem 
avtoklaviranju smo trdna gojišča ohladili na okrog 50 °C in razlili v petrijevke, počakali da 
so se gojišča strdila in jih do uporabe shranili v hladilniku.  
 
Za tekoča gojišča smo si pripravili 300 mL erlenmajerice, v vsako erlenmajerico smo 
prenesli 88 mL gojišča, ga avtoklavirali, po avtoklaviranju pa smo s sterilno filtracijo 
dodali še dodatek h gojišču YNBQ, ki je občutljiv na visoko temperaturo. Za spremljanje 
hitrosti rasti sevov, smo v izbrana gojišča dodali še 0,05 % maltozo, glutaminsko kislino 
(E), glutamin (Q) in malat (M) v konc. 25 mM. 
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3.2.2 Transformacija plazmida MB5573 v E.coli 
 
3.2.2.1 Transformacija / vnos plazmida v kompetentne celice 
 
S transformacijo vnesemo želeni plazmid v bakterijske celice, ki ga lahko sprejmejo. 
Zmrznjene bakterijske kompetentne celice – Escherichia coli TOP10 (na -80 °C) smo 
inkubirali 30 minut na ledu. Nato smo dodali 0,50 µL plazmida (MB5573) in inkubirali 30 
minut na ledu, prestavili za 4 min pri 42 °C (heat shock) in nato za 2 minuti na led. Dodali 
smo 1 mL Luria-Bertani (LB) gojišča in stresali 60 minut pri 37 °C. Centrifugirali smo 3 
minute pri 7000 x g, da so se celice posedle. Odpipetirali in zavrgli smo 1 mL 
supernatanta, preostale celice pa smo premešali in razmazali na agar ploščo – LBA gojišče 
(Luria-Bertani gojišče z dodanim ampicilinom). Nacepljene plošče smo inkubirali pri 37 
°C čez noč. 
 
3.2.2.2 Izbor kolonije plazmida MB5573 in nacepitev v LBA gojišče 
 
Iz plošče, na kateri je potekala transformacija, smo izbrali posamezno kolonijo in jo s 
sterilnim zobotrebcem prenesli v tekoče LBA gojišče (10 mL LB gojišča + 15 µL 
ampicilina). Postopek izbora kolonije in prenosa v tekoče gojišče smo izvedli v 3 
ponovitvah in postavili na stresalnik pri 37 °C čez noč. Naslednji dan smo izolirali 
plazmidno DNA. 
 
3.2.2.3 Izolacija plazmidne DNA 
 
Izolacijo plazmidne DNA (pDNA) smo izvedli z uporabo kita FastGene Plasmid Mini Kit. 
5 ml prekonočne kulture smo centrifugirali 2 min pri 10000 × g in supernatant odlili. 
Peletu smo dodali 200 µL mP1 in vorteksirali, da se je celoten pelet resuspendiral. Dodali 
smo 200 µL mP2, 10 x nežno obrnili epico in pustili 2 minuti pri sobni temperaturi. Dodali 
smo 300 µL mP3 in 10 x obrnili epico. Centrifugirali smo 2 minuti pri 13000 x g, če 
supernatant po tem času še ni bil čist smo ponovno centrifugirali. Supernatant smo nato 
naložili na kolono in centrifugirali 2 minuti pri 13000 x g. Supernatant smo odlili in na 
kolono dodali 400 µL mP4, centrifugirali 30 sekund pri 13000 x g. Supernatant smo odlili 
in prazno kolono centrifugirali 30 sekund pri 13000 x g. Kolono smo prenesli v novo 
epico, na kolono smo dodali 100 µL mQ, pustili 2 min pri sobni temperaturi, da se je mQ 
vpil v kolono in nato centrifugirali 2 minuti pri 13000 x g. Koncentracijo izolirane 
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3.2.2.4 Merjenje koncentracije DNA na NanoDrop® ND-1000 
 
Mesto za nanašanje vzorca na NanoDrop-u smo očistili s kapljico vode. Na računalniku 
smo odprli program ND-1000 in izbrali »nucleic acid«. Na mesto za nanašanje vzorca na 
NanoDrop-u smo nanesli kapljico mQ, zaprli in v programu izbrali »blank«. NanoDrop 
smo odprli, mesto za nanašanje obrisali s krpico in nato nanesli naš vzorec, v programu pa 
izbrali »measure«. Tako smo dobili koncentracijo plazmidne DNA (ng/ µL). 
 
3.2.3 Analiza plazmidne DNA z restrikcijo 
 
Restrikcijo smo izvedli na plazmidih p415 GPD in MB5573. Restrikcijo smo izvedli v 
dveh korakih z vmesnim čiščenjem na koloni. Za restrikcijo obeh plazmidov smo uporabili 
encima SacI in XhoI, izvedba restrikcije in sestava restrikcijske mešanice je podana v 
Preglednici 16. 
 
Preglednica 16: Restrikcija plazmidov 
 Sestavina Volumen 
1. korak Plazmid  4 µg 
Encim SacI 1,5 µL 
Pufer SacI  4 µL 
dH2O  30,5 µL 
Skupni volumen: 40 µL 
Inkubacija 1 uro pri 37 °C 
Vmesno čiščenje na koloni po protokolu za čiščenje PCR produkta (elucija s 34,5 µL mQ) 
2. korak Eluat 34,5 µL  
Encim XhoI 1,5 µL 
Pufer R  4 µL 
Skupni volumen: 40 µL 
Inkubacija 1 uro pri 37 °C 
Po končani restrikciji produkte nanesemo na agarozno elektroforezo. 
 
3.2.3.1 Čiščenje PCR produkta 
 
Čiščenje PCR produkta smo izvedli po protokolu FastGene Gel/PCR Extraction Kit 
(Nippon Genetics). PCR produkt in pufer GP1 smo zmešali v razmerju 1:5 (40 µL PCR 
produkta: 200 µL GP1 pufra) in vorteksirali. Vzorec smo naložili na kolono in 
centrifugirali 30 sekund pri 13000 x g. Supernatant smo odlili in na kolono dodali 600 µL 
GP2, centrifugirali 30 sekund pri 13000 x g. Nato smo ponovno odlili supernatant in še 
enkrat prazno centrifugirali 2 min pri 13000 x g, da se je kolona posušila. Kolono smo 
prestavili v novo epico in dodali 34,5 µL mQ, pustili 2 min na sobni temperaturi, da se je 
vpila v matriks in nato centrifugirali 2 min pri 13000 x g. 
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3.2.4 Agarozna elektroforeza 
 
3.2.4.1 Priprava gela za agarozno elektroforezo 
 
Zatehtali smo 1 g agaroze (za pripravo 1 % gela), prenesli v erlenmajerico in dodali 100 
mL pufra TAE. Rahlo smo premešali in prestavili v mikrovalovno pečico, da je raztopina 
gela zavrela. Nato smo počasi premešali in še enkrat prestavili v mikrovalovno  pečico, da 
se je vse raztopilo. Paziti smo morali, da vmes ne nastanejo mehurčki (če se pojavijo 
mehurčki ponovno zavremo raztopino). Pripravili smo si banjico v katero bomo vlili gel, 
tako da smo obe strani banjice zalepili z lepilnim trakom. V banjico smo vstavili glavničke 
z ustreznimi velikostmi luknjic. Raztopino gela smo ohladili na 50 °C - 60 °C, dodali 7 µL 
etidijevega bromida, počasi premešali, gel vlili v banjico in počakali 30 minut, da se je gel 
strdil. Ko se je gel strdil smo odstranili glavničke, in gel je bil pripravljen za uporabo. 
 
3.2.4.2 Nanos vzorcev na gel in agarozna elektroforeza 
 
Gel smo postavili v TAE pufer v elektroforezno kadičko. V prvo luknjico smo nanesli 
velikostni marker (0,5 µg/µL). Vzorcem smo dodali 6 x nanašalni pufer (1/6 končnega 
volumna 6 x nanašalnega pufra). Od velikosti luknjic na glavničku je odvisno koliko 
vzorca smo lahko nanesli v posamezno luknjico. Napetost na elektroforezi smo nastavili 
med 110 – 130 V in pustili teči od 20- 30 minut. Po končani elektroforezi smo gel osvetlili 
z UV svetlobo, fotografirali in shranili sliko. 
 
3.2.5 Izrez fragmenta iz gela in ekstrakcija DNA iz agaroznega gela 
 
Gel smo prestavili na transiluminator, prižgali UV lučko in z nožkom izrezali fragmente iz 
gela, ki smo si jih izbrali glede na fotografijo gela. Izrezane fragmente gela smo prestavili 
v prazno epico. Iz izrezanega koščka gela smo nato izolirali DNA s kitom za izolacijo 
DNA iz gela (FastGene Gel/PCR Extraction Kit). Iz gela smo izrezali do 300 mg gela, 
kateremu smo dodali 500 µL GP1, vorteksirali in inkubirali 10-15 minut pri 55 °C (vmes 
smo epico na vsake 2-3 minute obrnili, da smo vse skupaj premešali) in premešali. Do 800 
µL vzorca smo prenesli na kolono, centrifugirali 30 sekund pri 13000 x g. Vzorec, ki je šel 
skozi kolono smo odlili in na kolono dodali 600 µL GP2, centrifugirali 30 sekund pri 
13000 x g. Vzorec, ki je šel skozi kolono smo ponovno odlili in prazno epico s kolono 
centrifugirali 2 minuti pri  13000 x g. Kolono smo nato prestavili v novo epico in na 
sredino kolone naložili 25 µL mQ in pustili 2 minuti, da se je absorbirala v matriks, 
centrifugirali 2 minuti pri  13000 x g. Koncentracijo DNA smo pomerili na NanoDrop-u, 
vzorec za nadaljno uporabo pa shranili pri -20 °C. 
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Za izvedbo ligacije smo si najprej pripravili ligacijsko mešanico, po naslednjem izračunu 
(Enačba 1). 
 
 … (1) 
 
Vedno smo naredili tudi kontrolo (povratna ligacija), v katero smo dodali vse razen 
vključka (rezan fragment). 
 
Preglednica 17: Priprava ligacijske mešanice 
 Vp415-GPD MAEA [µL] Vp415-GPD + mQ [µL] 
Rezan vektor 6,9 6,9 
Rezan DNA fragment (vključek)/ mQ 7,9 7,9 mQ 
5 x RAPID pufer 6 6 
T4 ligaza 1,5 1,5 
 
Zmrznjene kompetentne celice E. coli TOP10 smo inkubirali 30 minut na ledu. Ligacijsko 
mešanico smo inkubirali 30 minut na sobni temperaturi. Vso ligacijsko mešanico  (30 µL) 
smo dodali kompetentnim celicam in inkubirali 30 minut na ledu. Sledil je »heat shock«  
pri 42 °C, 4 minute, nato smo mešanico prestavili za 2 minuti na led. Dodali smo 1 mL LB 
gojišča in stresali 60 minut pri 37 °C. Centrifugirali smo 3 minute pri 7000 x g, da so se 
celice posedle. Odpipetirali in zavrgli smo 1 mL supernatanta. Preostale celice smo 
premešali in razmazali na LBA agar ploščo ter inkubirali pri 37 °C čez noč. Naslednji dan 
smo si izbrali kolonijo in jo nacepili v tekoče LBA gojišče in inkubirali pri 37 °C čez noč. 
Nato smo izolirali plazmidno DNA po že predhodno opisanem protokolu in pomerili 
koncentracijo na NanoDrop. 
 
3.2.7 Sekveniranje  
 
3.2.7.1 Priprava vzorcev za sekveniranje 
 
Začetni oligonukleotid 910 (forward); zaporedje = TCCTTCCTTTTCGGTTAGAG; konc. 
100 µM; 
Začetni oligonukleotid 2384 (reverse); zaporedje = CTTCTTAAATTCTACTTTTATAG; 
konc. 100 µM; 
 
Za začetne oligonukleotide smo si pripravili 20 x redčitev (19 µL mQ + 1 µL začetnega 
oligonukleotida = 20 µL) in za pripravo vzorca vzeli 5 µL redčitve. 
pDNA (c = 236,88 ng/µL): 2,11 µL pDNA + 2,89 µL mQ = 5 µL   
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V epico smo odpipetirali 5 µL pDNA (80-100 ng/µL) in 5 µL začetnega nukleotida (5 µL 
forward in 5 µL reverse). 
 
3.2.7.2 Pregled in obdelava rezultatov sekveniranja 
 
Prijavili smo se na spletno stran GATC-biotech. Izbrali smo »Sanger sequencing, watch 
box/sequencing data«, pod zavihek DNA smo vpisali številko zaporedja in dobili dve vrsti 
datotek, zaporedje in kromatogram. Forward in reverse zaporedji smo si skopirali v word. 
Reverse zaporedje smo morali še obrniti, za to smo uporabili spletno stran »Reverse 
complement (Bioinformatics)«. Forward in obrnjeno reverse zaporedje smo združili v 
celotno zaporedje in vstavili v program »Emboss Needle (spletna stran EMBL-Ebi)«. 
Sekvenirano zaporedje smo vstavili pod »first protein sequence«, že poznano zaporedje 
MAEA pa smo vstavili pod »second protein sequence«. Kliknili smo »submit« in dobili 
rezultate poravnave.  
 
3.2.8 Transformacija p415-GPD MAEA 
 
S transformacijo smo vnesli p415-GPD MAEA v želene seve. Za transformacijo smo si 
pripravili tekoče gojišče Sc-ura GE in nacepili izbrane seve: nPFKM,  sfPFKM, 
CYCnPFKM, CYCsfPFKM, TEFnPFKM, TEFsfPFKM, HD114-8D, HD56-5A, ter jih 
gojili pri 30 °C 100 obr/min. Spremljali smo OD660 kulture, saj je za transformacijo 
primeren OD ~ 1.  
 
Pripravili smo si raztopino LiOAc/Te in raztopino LiOAc/Te + 40 % PEG, vse 
komponente (1 M LiOAc, 1 M Tris HCl, EDTA, 50 % PEG) za pripravo raztopin smo 
predhodno avtoklavirali. 
 
Kulturo smo sterilno prenesli v 50 mL sterilno falkonko, centrifugirali 2 min pri 3000 x g. 
Vse korake smo izvajali na sobni temperaturi. Gojišče smo hitro in pazljivo odlili, sprali z 
10 mL mQ in celice resuspendirali s stresanjem ali nežnim vorteksiranjem. Centrifugirali 
smo 2 min pri 3000 x g, da so se celice posedle in nato odlili vodo. Dodali smo 5 mL 
LiOAc/TE raztopine in resuspendirali celice s stresanjem ali nežnim vorteksiranjem. 
Centrifugirali smo 2 min pri 3000 x g in odlili LiOAc/TE. Peletu smo dodali 0,25 mL 
LiOAc/TE in resuspendirali celice s stresanjem ali nežnim vorteksiranjem; resuspendiran 
pelet je pripravljen za transformacijo. Za vsako transformacijo smo prenesli alikvot 50 µL 
v sterilno epico. Dodali smo plazmidno DNA (do 1 µg DNA, odvisno od koncentracije 
DNA, ponavadi od 3 – 5 µL), vedno smo naredili tudi kontrolo, kateri nismo dodali 
plazmidne DNA. Za boljšo učinkovitost transformacije smo dodali 10 % DMSO (6 µL) in 
nežno premešali. Dodali smo 300 µL 40 % PEG + LiOAc/TE in premešali tako, da smo 
epice nekajkrat obrnli in nato stresali, saj je PEG viskozen, v prisotnosti PEG pa so kvasne 
celice bolj fragilne. Inkubirali smo v termobloku 30 minut pri 30 °C. Temperaturo smo 
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povišali na 42 °C in inkubirali 15 minut, nato smo prestavili na sobno temperaturo. 
Supernatant smo resuspendirali in vključno z ostankom celic nanesli 200-300 µL 
supernatanta na ustrezno in razmazali z drigalsko spatulo.  Navzgor obrnjene plošče smo 
inkubirali pri 30 °C, po enem dnevu smo jih obrnili in na plošči so se že videli madeži od 
PEG. Po 3-7 dneh smo na plošči opazili kolonije. 
 
Zrasle kolonije po transformaciji smo precepili na novo gojišče, da smo lahko kasneje iz 
posamezne kolonije delali PCR na osnovi kolonije. 
 
3.2.9 PCR na osnovi kolonije 
 
Uspešnost transformacije smo preverili z verižno reakcijo s polimerazo na osnovi kolonije 
z uporabo začetnih oligonukleotidov. Vsako kolonijo, ki smo jo vzeli za PCR smo hkrati 
precepili tudi na novo trdno gojišče, da smo za nadaljnje analize uporabljali seve, katere 
kolonije z uspešno vnesenimi konstrukti, smo potrdili s PCR. 
 
3.2.9.1 Liza kvasnih celic po transformaciji 
 
Pripravili smo si alikvot 10 µL 0,02 M NaOH v PCR tubico. S sterilnim zobotrebcem/ 
cepilno zanko smo dodali eno kolonijo celic (isto kolonijo smo s cepilno zanko razmazli 
tudi na novo ploščo, da smo kasneje delali naprej s potrjeno pozitivno kolonijo) in 10 
minut segrevali pri 99 °C.   
 
3.2.9.2 Priprava začetnih oligonukleotidov 
 
Uporabili smo začetne oligonukleotide 5174 in 5175, za potrditev transformacije MAEA v 
p415-GPD. Pripraviti smo si morali redčitve začetnih oligonukleotidov. Začetna 
koncentracija začetnega oligonukleotida je bila 100 µM, končna koncentracija začetnega 
oligonukleotida je morala biti 1 µM, končni volumen reakcije pa 21 µL. Naredili smo 
postopno redčitev primerja (9 µL mQ + 1 µL začetnega oligonukleotida, iz tega pa prenesli 
2,1 µL za reakcijo). Za en vzorec smo potrebovali 2,1 µL forward in 2,1 µL reverse 
primerja. 
 
Preglednica 18: Priprava reakcijske mešanice po lizi celic za PCR reakcijo 
Sestavine Količina 
Prekuhani ekstrakt celic v 20 mM NaOH 1 µL 
Forward primer (10 x redčen) 2,1 µL 
Reverse primer (10x redčen) 2,1 µL 
2x DreamTaq polimeraze 10 µL 
mQ 10 µL 
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3.2.9.3 PCR rekcija 
 
Vsebino epice smo premešali z vorteksom in naredili kratek »down-spin« s 
centrifugiranjem. Epice smo postavili v PCR termocikler (ABI) in izbrali program za 
začetek PCR reakcije. 
 
Preglednica 19: PCR reakcija 
 Temperatura Čas pomnoževanja 
STOPNJA 1 95 °C 4 min 
STOPNJA 2 (35 ciklov) 95 °C 1 min 
 57 °C 1 min 
 72 °C 1,25 min 
STOPNJA 3 72 °C 7 min 
OHLAJANJE 10 °C Neskončno 
 
Po zaključeni PCR reakciji smo vzorčke nanesli na gel (25 µL vzorca + 6,25 µL 6 x 
nanašalni pufer). 
 
3.2.9.4 Optimizacija PCR na osnovi kolonije 
 
Pri optimaziciji PCR na osnovi kolonije smo lizo celic izvedli z encimom litikaza. 
Priprava encima in raztopine TE (TrisHCl (200 µL) + EDTA (40 µL) + mQ = Vk=20 mL). 
Založna raztopina: 1 mL (2000 U/mL encima); 40x redčitev (25 µL encima + 975 µL mQ) 
= 50 U/mL 
Za reakcijo smo vzeli 200 U/ mL encima litikaze – 50 µL in v tem volumnu resuspendirali 
kolonijo, inkubirali 1,5 h pri 37 °C. Nato smo prestavili na 95 °C, 10 minut. Po končanih 
inkubacijah smo kratko centrifugirali in v PCR mešanico dodali 2 µL supernatanta. 
 
Priprava začetnih oligonukleotidov je bila enaka kot je opisano pri PCR na osnovi kolonije. 
 
Preglednica 20: Priprava reakcijske mešanice po lizi za PCR reakcijo (optimizacija) 
Reagent Volumen 
Supernatant prekuhanega ekstrakta celic 2 µL 
Forward primer (10 x redčen) 2 µL 
Reverse primer (10x redčen) 2 µL 
2x DreamTaq polimeraze 10 µL 
mQ 4 µL 
 
Vsebino epice smo premešali z vorteksom in naredili kratek »down-spin«. Epice smo 
postavili v PCR termocikler (ABI) in izbrali program za začetek PCR reakcije. 
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Preglednica 21: Optimiziran program za PCR reakcijo 
 Temperatura Čas pomnoževanja 
STOPNJA 1 95 °C 4 min 
STOPNJA 2 (35 ciklov) 95 °C 1 min 
 57 °C 1 min 
 72 °C 2 min 
STOPNJA 3 72 °C 7 min 
OHLAJANJE 10 °C Neskončno 
 
Po zaključeni PCR reakciji smo vzorčke nanesli na gel (20 µL vzorca + 5 µL 6 x nanašalni 
pufer). 
 
3.2.10 Testiranje transformant nPFKM/MAEA in sfPFKM/MAEA na trdnih gojiščih z 
različnimi sladkorji 
 
Da bi ugotovili na katerih gojiščih transformante rastejo, smo si pripravili mikrotitrske 
plošče s trdnim gojiščem Sc-ura-leu- GLUKOZA/MALTOZA/FRUKTOZA (1%), z 
dodanim ali brez dodanega etanola. 
Za nanos transformant na mikrotitrske plošče smo si pripravili serijske redčitve (10x, 100x, 
1000x, 10000x ) transformant v milliQ.  
 
                 Kolonija 
 
mQ……....200 µL...180 µL.... 180 µL.... 180 µL 
 




Plošče z redčitvami transformant smo inkubirali pri 30 °C. Po testiranju transformant na 
trdnih gojiščih, smo glede na dobljene rezultate nadaljevali s submerznim spremljanjem. 
 
3.2.11 Testiranje transformant sfPFKM/MAEA in nPFKM/MAEA v tekočih gojiščih 
 
Za testiranje transformant v tekočih gojiščih smo uporabili osnovno gojišče Sc-ura-leu v 
različnih kombinacijah, saj smo želeli ugotoviti pri katerih pogojih ima sev 
sfPFKM/MAEA najboljšo rast. Kot dodatke gojišču Sc-ura-leu smo uporabili 0,05 % 
maltozo, glutaminsko kislino (E), glutamin (Q), malat (M) in glukonat (G) v 25 mM konc., 
transformante smo gojili na stresalniku pri 30 °C, 100 obr/min. 
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Iz plošče z nacepljenimi kolonijami smo si izbrali posamezno kolonijo in jo s sterilno 
cepilno zanko sterilno prenesli v tekoče gojišče. 
3.2.11.1 Merjenje optične gostote in shranjevanje vzorcev 
Spremljali smo hitrost rasti transformant z merjenjem optične gostote pri 660 nm (OD660).  
Sterilno smo odvzeli 1 mL kulture, prenesli v kiveto in pomerili OD pri 660 nm. Vzorce 
smo tudi shranjevali za kasnejše merjenje konc. maltoze/ etanola/ glicerola. Vzorec, ki smo 
ga odvzeli iz kulture smo prelili v epico, centrifugirali pri 4000 x g, 90 sekund, 800 µL 
supernatanta prenesli v novo epico in shranili pri -20 °C za kasnejše meritve. 
 
3.2.12 Merjenje encimske aktivnosti MAEA 
 
Za spremljanje encimske aktivnosti smo si pripravili tekoče gojišče Sc-ura-leu-GE za sev 
sfPFKM/MAEA in tekoče gojišče Sc-ura-GE za sev sfPFKM. Nacepitev sevov in 
inkubacija na stresalniku (100 obr/min, 30 °C). 
 










Umeritev na pH 7,5  
 
3.2.12.1 Priprava homogenata transformant sfPFKM in sfPFKM/MAEA 
 
Kulturo smo namnožili do OD660 ~ 1,3. Filter s porami 0,45 µm smo položili na 
vakuumsko črpalko in ga omočili s HEPES pufrom za merjenje encimske aktivnosti, nanj 
prelili celotno kulturo in jo prefiltrirali, homogenat še 2 x sprali s pufrom in postrgali iz 
filtra ter ga prestavili v epice, ki smo jih ohladili v tekočem dušiku in do merjenja shranili 
pri -80 °C. 
 
3.2.12.2 Priprava vzorca celic sfPFKM in sfPFKM/MAEA in merjenje encimske aktivnosti 
 
Pripravljen zamrznjen homogenat smo prestavili v ohlajene nastavke (vse smo ohladili v 
tekočem dušiku) in jih vpneli v dismembrator, ki nam je celice razbil v prah. Zdrobljene 
celice smo postrgali v novo epico, ki smo jo ohladili v tekočem dušiku. Dodali smo 200 µL 
HEPES pufra in vorteksirali, da so se celice homogenizirale in prestavili na led (postopek 
smo 2x ponovili). Vzorec smo centrifugirali pri 12000 x g, 10 min pri 4 °C. Vsi koraki so 
potekali na hladnem (led/tekoči dušik). Centrifugiran vzorec smo tako pripravili za 
merjenje encimske aktivnosti (uporabimo supernatant). 
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Sev sfPFKM/MAEA  
 
Kontrola 
HEPES pufer za merjenje encimske 
aktivnosti 
500 µL  500 µL  
H2O 465 µL  465 µL  
NADP
+
 (100 mM) 5µL  5µL  
Homogenat 20 µL  20 µL  
Malat (3 M) 10 µL   
 
Merili smo v 3 ponovitvah pri 340 nm, podatke smo zajemali v časovnem intervalu 1 s, 
skupni čas merjenja je trajal 2 minuti. Za kontrolo smo izbrali sev sfPFKM, pripravo 
vzorca in meritev smo izvedli po istem postopku kot za sev sfPFKM/MAEA. 
 
3.2.12.3 Spektrofotometrično določanje koncentracije proteinov 
 
Za merjenje koncentracije poteinov smo uporabili reagent BioRad protein assay (fosforna 
kislina + metanol) in ga redčili v razmerju BioRad : mQ = 1 : 4 
V kiveto smo prenesli 1 mL redčenega reagenta in 1 µL supernatanta homogenata, 
počakali smo 10 minut, da je potekla reakcija in pomerili absorbanco pri 595 nm 
(pričakovana absorbanca mora biti med 0,1 in 0,5, drugače delamo redčitve). Zaradi 
previsoko dobljenih vrednosti OD smo naredili redčitev v HEPES pufru:  
 
1 µL vzorca + 9 µL HEPES pufra 
 
                  5 µL smo prenesli dalje v kiveto 
 
5 µL redčitve + 1 mL redčenega reagenta 
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Slika 7: Umeritvena krivulja koncentracije proteinov v odvisnosti od optične gostote pri 595 nm 
 
Podatke za umeritveno krivuljo (Slika 7) smo pridobili iz raziskovalnega dela prof.dr. 
Matica Legiše. 
 
3.2.12.4 Specifična aktivnost encima MAEA 
 
Za preračun encimske aktivnosti v specifično hitrost encima smo odčitali konc. proteinov 
iz umeritvene krivulje (Slika 7) glede na dobljene vrednosti OD. Za preračun potrebujemo 
še podatek o koncentraciji proteinov v vzorcu.  
 
Glede na izračunano koncentracijo proteinov iz umeritvene krivulje in izmerjeno aktivnost 
pri OD340 z upoštevano redčitvijo lahko preračunamo dejansko encimsko aktivnost. 
 
Za preračun encimske aktivnosti v specifično hitrost encima je potreben še podatek o 
koncentraciji proteinov v vzorcu. 
 
   … (2) 
 
3.2.13 Določitev specifične hitrosti rasti 
 
Za določitev specifične hitrosti rasti smo morali namnožiti kulturo, spremljati optično 
gostoto, določiti suho biomaso  in iz tega preračunati suho težo (g/L), da smo si lahko 
pripravili umeritveno krivuljo. 
 
Sev HD56-5A smo nacepili na gojišče Sc ura-, z dodano 1 % maltozo in gojili na 
stresalniku pri 30 obr/min, do OD660 = 1,0.  Ko smo vzeli kulturo iz stresalnika smo vse 
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korake izvajali na ledu. Gojišče s celicami iz dveh erlenmajeric smo združili in prelili v 
centrifugirke. Centrifugirali smo na 4000 x g, 4 min, supernatant odlili in ga shranili za 
kasneje. Peletu smo dodali gojišče s celicami iz zadnje erlenmajerice in pomerili         
OD660 = 1,461. 
 
Pripravili smo si redčitveno vrsto in vsem vzorcem v redčitveni vrsti pomerili OD660. 
Predhodno smo si pripravili filter papirje, ki smo jih sušili čez noč v sušilniku na 105 °C. 
Naslednji dan smo jih stehtali, da smo dobili maso suhega filter papirja. Vzorce (iz 
redčitvene vrste, z izmerjenim OD660) smo filtrirali z vakumsko črpalko skozi predhodno 
stehtane filter papirje. Filter papirje z biomaso smo prestavili v sušilnik na 105 °C čez noč 
in jih naslednji dan stehtali, da smo dobili suho biomaso. 
 
Na podlagi izmerjenega OD660 in suhe biomase smo določili izmerjeno in izračunano suho 
težo (g/L). Najprej smo si izračunali suho težo/ 20 mL, ki smo jo dobili iz suhe biomase. 
 
  … (3) 
 
 
Slika 8: Umeritvena krivulja 
 
Z umeritvenimi krivuljami smo dobili enačbi za nadaljnje preračune iz OD660 v specifično 
hitrost rasti. Na podlagi OD smo najprej preračunali suho težo (enačba 4). 
  
y = 0,0729 e
1,553x        … (4) 
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y = 0,6419 ln(x) + 1,6859       … (5) 
 
Logaritemsko vrednost smo preračunali po enačbi 5 in iz tega dobili specifično hitrost 
rasti. 
 
Specifično hitrost rasti smo določali grafično. Izmerjene vrednosti OD660 smo vnesli v 
Excel in izrisali grafikon. Na podlagi enačbe iz umeritvene krivulje smo preračunali 
vrednosti, jih logaritmirali in ponovno izrisali graf, izbrali linearen del naklona krivulje in 
iz enačbe določili specifično hitrost rasti (prikaz določevanja specifične hitrosti rasti v 
Prilogi A). 
 
3.2.14 Merjenje koncentracije maltoze 
 
Preglednica 24: Reagenti in volumni za merjenje koncentracije maltoze 
 Kontrola Vzorec 
Raztopina 5 (α-glukozidaza) 200 µL 200 µL + 100 µL vzorca 
Raztopina 1 (pufer) 200 µL 200 µL 
Raztopina 2 (NADP
+
/ATP) 100 µL 100 µL 
dH2O 2,1 Ml 2 mL 
Raztopina 3 (heksokinaza/ 
glukoza-6-fosfat dehidrogenaza) 
20 µL 20 µL 
*kontrola: mQ in 0,05 % maltoza 
 
Raztopino 5 smo predhodno ogreli na 25 - 30 °C, dodali vzorcu in premešali z nežnim 
obračanjem ter inkubirali 20 minut. Nato smo dodali raztopino 1, raztopino 2 in dH2O, 
premešali z nežnim obračanjem in pomerili A340nm raztopine (A1) po približno 3 minutah. 
Nato smo začeli reakcijo z dodatkom raztopine 3, premešali in pomerili A340nm raztopine 
(A2) na koncu reakcije, po približno 5 minutah. Če se reakcija po 5 minutah ni ustavila, 
smo nadaljevali z merjenjem v 2 minutnih intervalih, dokler ni bila vrednost absorbance 
konstantna 2 minuti. Izmerjene vrednosti OD660 smo preračunali v koncentracijo maltoze 
(enačba 6). 
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3.2.15 Merjenje koncentracije etanola 
 
Preglednica 25: Reagenti in volumni za merjenje koncentracije etanola 
 Kontrola Vzorec 
dH2O 2,1 Ml 2 mL 
Vzorec  / 0,1 mL 
Raztopina 1 (pufer) 0,2 mL 0,2 mL 
Raztopina 2 (NAD
+
) 0,2 mL 0,2 mL 
Raztopina 3 (aldehid dehidrogenaza) 0,05 mL 0,05 mL 
Raztopina 4 (alkohol dehidrogenaza) 0,02 mL 0,02 mL 
 
Zmešali smo dH2O, vzorec, raztopino 1, razt. 2 in razt. 3, premešali z nežnim obračanjem 
in pomerili absorbance razt. (A1) po 2 minutah. Reakcijo smo začeli z dodatkom raztopine 
4, premešali in pomerili A razt. (A2) na koncu reakcije po približno 5 minutah. Celotna 
meritev je potekala v steklenih kivetah.  Izmerjene vrednosti OD660 smo preračunali v 
koncentracijo etanola (enačba 7). 
 
     … (7) 
 
3.2.15 Merjenje koncentracije glicerola 
 
Preglednica 26: Reagenti in volumni za merjenje koncentracije glicerola 
 Kontrola Vzorec 
dH2O 1,6 mL 1,5 mL 
Vzorec  / 0,1 mL 
Raztopina 1 (pufer) 0,2 mL 0,2 mL 
Raztopina 2 (NAD/ATP/ 
D-glukoza) 
0,2 mL 0,2 mL 
Raztopina 3 (ADP-GK/G6P-DH) 0,02 mL 0,02 mL 
Raztopina 4 (GK) 0,02 mL 0,02 mL 
 
Zmešali smo dH2O, vzorec, raztopino 1, razt. 2 in razt. 3, premešali z nežnim obračanjem 
in pomerili absorbance razt. (A1) po 4 minutah. Reakcijo smo začeli z dodatkom raztopine 
4, premešali in pomerili A razt. (A2) na koncu reakcije po približno 7 minutah. Celotna 
meritev je potekala v steklenih kivetah.  Izmerjene vrednosti OD660 smo preračunali v 
koncentracijo glicerola (enačba 8). 
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3.2.16 Merjenje koncentracije acetata 
 
Preglednica 27: Reagenti in volumni za merjenje koncentracije acetata 
 Kontrola Vzorec 
dH2O 2,1 mL 2,0 mL 
Vzorec  / 0,1 mL 
Raztopina 2 
(NADH/ATP/PEP/PVP pufer) 
0,5 mL 0,5 mL 
Raztopina 3 (CoA) 0,02 mL 0,02 mL 
Raztopina 4 (D-LDH/PTA/PK) 0,02 mL 0,02 mL 
Raztopina 5 (AK) 0,02 mL 0,02 mL 
 
Zmešali smo dH2O, vzorec, raztopino 2, razt. 3 in razt. 4, premešali z nežnim obračanjem 
in pomerili absorbance razt. (A1) po 2 minutah. Reakcijo smo začeli z dodatkom raztopine 
5, premešali in pomerili A razt. (A2) na koncu reakcije po približno 4 minutah. Celotna 
meritev je potekala v steklenih kivetah.  Izmerjene vrednosti OD660 smo preračunali v 
koncentracijo acetata (enačba 9). 
 
     … (9) 
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4.1 TRANSFORMACIJA, RESTRIKCIJA IN LIGACIJA V E. coli 
 
Plazmid MB5573 smo morali najprej transformirati v kompetentne celice E. coli, da smo 
pridobili zadostno količino plazmidne DNA za nadaljne delo. S transformacijo smo vnesli 
plazmid MB5573 v kompetentne celice E.coli in jih nacepili v LBA gojišče. Na ploščah so 
zrasle le transformante, ki so sprejele plazmid MB5573, saj nosi zapis za ampicilinsko 
rezistenco, ki transformantam omogoča rast na LBA gojišču. Sledila je izolacija plazmidne 
DNA MB5573 in merjenje koncentracije plazmidne DNA na spektrofotometru NanoDrop 
(cpDNA MB5573 = 247 ng/µL). 
 
Za ligacijo gena MAEA iz plazmida MB5573 v plazmid p415-GPD, smo morali najprej 
narediti restrikcijo obeh plazmidov. Za restrikcijo MB5573 in p415-GPD smo uporabili 
enaka restrikcijska encima SacI in XhoI, saj smo preverili, da imata oba plazmida samo po 
eno takšno restrikcijsko mesto. 
 
Po končani restrikciji smo produkte restrikcije (odprt plazmid in vključek) in velikostni 







Slika 9: Gelska elektroforeza plazmida p415-GPD in MB5573, celotnega plazmida (»nerezan«) in 
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Po gelski elektroforezi (Slika 9) smo lahko potrdili restrikcijsko mapo plazmida MB5573 
in p415-GPD. Plazmid MB5573 velikosti 7425 bp, je po restrikciji z SacI in XhoI 
pričakovane velikosti približno 5000 bp in 2425 bp. Velikost vključka, ki nosi zapis za 
MAEA gen je 2425 bp. Plazmid p415-GPD velikosti 6927 bp, je po restrikciji z SacI in 
XhoI pričakovane velikosti približno 744 bp in 6183 bp, kar odgovarja velikosti vektorja 
p415.  
 
Po končani elektroforezi smo DNA fragmente vektorja (p415) in vključka (MB5573) 
izrezali iz gela (Slika 9). S tem smo dobili odprt plazmid p415 in vključek DNA fragmenta 
ki vsebuje gen MAEA iz plazmida MB5573, naredili ekstrakcijo DNA iz gela in pomerili 
konc. DNA na spektrofotometru NanoDrop: 
 
(cp415 = 51 ng/µL, cpDNA MAEA = 59,7 ng/µL). 
 
Naredili smo tudi ponovno restrikcijo plazmida p415-GPD in MB5573, fragmente 
separirali ločili na gelu in fragmente izrezali iz gela (plazmid p415 in vključek MAEA), 
nato smo pomerili koncentracijo DNA po ekstrakciji iz gela na spektrofotometru 
NanoDrop:  
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Da smo po ponovni restrikciji (Slika 10) dobili nižjo konc. plazmidne DNA je 
najverjetneje posledica tega, da smo pri prvi restrikciji izrezali iz gela oba rezana vektorja 
in oba vključka in s tem pridobili večjo količino in posledično višjo konc. plazmidne DNA. 
Velikosti plazmida p415 in MB5573 po restrikciji so enake kot pri prvi restrikciji (Slika 9), 
s tem smo tudi potrdili uspešno restrikcijo v obeh ponovitvah. 
 
Vektor p415 in vključek MAEA smo po ligaciji vstavili v kompetentne celice E.coli. Po 
transformaciji je na plošči z p415-GPD MAEA nastalo večje število posameznih kolonij 
(več kot 100 kolonij), medtem ko na plošči s povratno ligacijo (s praznim plazmidom) ni 
zrasla nobena kolonija, kar pomeni, da je transformacija uspela.  
 
Uspešnost transformacije p415-GPD MAEA  v E.coli smo preverili tudi s PCR na osnovi 
kolonije z uporabo začetnih oligonukleotidov za MAEA, da smo potrdili prisotnost 
vključka MAEA v celicah. 
 
 
Slika 11:  Gelska elektroforeza po transformaciji p415-GPD MAEA. Pričakovane velikosti p415 GPD 




S pomočjo računalniškega programa smo pripravili začetne oligonukleotide za 
sekveniranje plazmida MB5573, v odseku za gen MAEA, da smo lahko po transformaciji 
preverili poravnavo zaporedja MAEA v obstoječem plazmidu MB5573 in plazmidu p415-
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Za potrditev uspešnosti ligacije smo na sekveniranje poslali vzorec pDNA p415-GPD 
MAEA (cpDNA MB5573 = 236,88 ng/µL) (zadnja dva izreza iz gela, kot je razvidno iz Slike 
11).  
 
Sekvenirano zaporedje p415-GPD MAEA smo s pomočjo programa »Emboss Needle« 
primerjali z že poznanim zaporedjem MAEA in s poravnavo potrdili ujemanje zaporedja 
p415-GPD MAEA z zaporedjem MAEA v plazmidu MB5573.  
 
MAEA gen v plazmidu MB5573 se od gena MAEA po transformaciji pri sekveniranju 
razlikuje v aminokislinskem zaporedju. Gre za spremembo v zaporedju v 1 aminokislini. 
MAEA gen v plazmidu MB5573 ima v zaporedju na mestu aminokisline asparagin, gen 
MAEA po transformaciji pa glicin. Vzrok za spremembo v zaporedju je v optimizaciji 
kodonov, uporaba »codon usage«, zaradi prenosa gena iz bakterije E. coli v kvasovko S. 
cerevisiae. 
 
4.3 TRANSFORMACIJA plazmida p415-GPD MAEA v S. cerevisiae 
 
Z rezultati sekveniranja smo potrdili uspešno transformacijo in ligacijo p415-GPD MAEA 
v S. cerevisiae, zato smo se odločili za transformacijo novo nastalega plazmida v izbrane 
seve. Izbrali smo seve S. cerevisiae z nativnim in kratkim PFKM, da bomo lahko 
spremljali vpliv MAEA: sev nPFKM,  sfPFKM, CYCnPFKM, CYCsfPFKM, TEFnPFKM, 
TEFsfPFKM, HD114-8D, HD56-5A (lastnosti sevov so opisane v preglednici 14 in 15). 
 
Transformacija za dvojni prazen plazmid (negativna kontrola): 
HD56-5A + p416-TEF + p415-GPD 
HD114-8D + p416-TEF + p415-GPD 
 
4.3.1 PCR na osnovi kolonije 
 
Po transformaciji p415-GPD MAEA v izbrane seve smo v celičnih lizatih naredili dvojni 
PCR na osnovi kolonije z začetnimi oligonukleotidi za MAEA in PFK. Produkte PCR 
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Slika 12: Gelska elektroforeza, PCR na osnovi kolonije za preveritev vnesenega konstrukta MAEA  
(predstavljeno na levi polovici gela) in sfPFKM (predstavljeno na desni sliki gela) v sevih  
nPFKM/MAEA, sfPFKM/MAEA, CYC1-nPFKM/MAEA, CYC1-sfPFKM/MAEA, TEF-sfPFKM/MAEA, 
kontroli sta seva HD114-8D in p415-GPD MAEA; VM: DNA velikostna lestvica, (lastnosti sevov so 
predstavljene v preglednici 15). 
 
Kot je prikazano na Sliki 12 smo preverili vnos konstrukta MAEA v transformantah 
nPFKM/MAEA, sfPFKM/MAEA, CYC1-nPFKM/MAEA, CYC1-sfPFKM/MAEA, TEF-
sfPFKM/MAEA z začetnimi oligonukleotidi za MAEA na levem delu slike in preverili 
prisotnosti sf-PFKM z začetnimi oligonukleotidi za PFK na desnem delu slike po PCR na 
osnovi kolonije. Lastnosti sevov so predstavljene v preglednici 15. 
 
Na levo polovico gela nanesli vzorčke z začetnimi oligonukleotidi za MAEA.  Sev 
nPFKM/MAEA, sfPFKM/MAEA, CYC1-nPFKM/MAEA, CYC1-sfPFKM/MAEA, TEF-
sfPFKM/MAEA imajo uspešno vstavljen MAEA, saj imajo pričakovano velikost 2425 bp . 
HD114-8D smo izbrali kot negativno kontrolo, saj nima vnesenega MAEA, gen se ni 
pomnožil in zato ni potoval po gelu. p415-GPD MAEA smo izbrali kot pozitivno kontrolo, 
vendar na gelu ni videti produkta, smo pa že prej dokazali, da je konstrukt MAEA prisoten 
v transformantah. 
 
Na desno polovico gela smo nanesli vzorčke z začetnimi oligonukleotidi za sfPFKM, da 
smo potrdili prisotnost sfPFKM. Sevi nPFKM/MAEA, sfPFKM/MAEA, CYC1-
nPFKM/MAEA, CYC1-sfPFKM/MAEA imajo prisoten sfPFKM. Pri sevu TEF-
sfPFKM/MAEA je ostala lisa na začetku gela, kar nakazuje da se je gen sfPFKM izgubil.. 
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Kolonije sevov nPFKM/MAEA, sfPFKM/MAEA, CYC1-nPFKM/MAEA, CYC1-
sfPFKM/MAEA, ki smo jih  preverili s PCR na osnovi kolonije in gelsko elektroforezo smo 
precepili na nove plošče, za nadaljnje analize, saj smo potrdili, da imajo prisoten gen za 
MAEA in sfPFKM. 
 
4.4 RAST TRANSFORMANT S. cerevisiae NA TRDNIH GOJIŠČIH 
 
Transformante nPFKM/MAEA in sfPFKM/MAEA smo po serijskih redčitvah v 
mikrotitrskih ploščah, nanesli na trdna gojišča Sc-ura-leu- z različnimi viri sladkorjev - 
glukozo, maltozo in fruktozo v 1 % koncentraciji, z/ brez dodanega etanola (10 mM), da 
smo ugotovili kateri sladkor primarno koristijo kot vir ogljika. Rast transformant na 
različnih virih sladkorjev je prikazana na slikah 13-18. 
 
              
Slika 13: Rast transformant na gojišču z glukozo. 
 
      
Slika 14: Rast transformant na gojišču z glukozo in etanolom. 
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Slika 16: Rast transformant na gojišču s fruktozo in etanolom. 
 
 
Slika 17: Rast transformant na gojišču z maltozo. 
 
                      
Slika 18: Rast transformant na gojišču z maltozo in etanolom. 
 
Na gojišču z glukozo in fruktozo je rast opazna le pri sevu nPFKM/MAEA, sev 
sfPFKM/MAEA ni zmožen rasti na glukozi in fruktozi. Sev sfPFKM/MAEA in 
nPFKM/MAEA dobro rasteta na maltozi, kar nakazuje, da je maltoza najbolj primeren vir 
ogljika za rast. Na gojiščih z dodanim etanolom ni bilo opaziti večje razlike v intenzivnosti 
rasti v primerjavi z gojišči brez dodanega etanola. 
 
Po testiranju transformant na trdnih gojiščih smo se odločili, da bomo za nadaljnje analize 
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4.7 ENCIMSKA AKTIVNOST MALIČNEGA ENCIMA 
 
Encimsko aktivnost smo spremljali pri sevu S. cerevisiae sfPFKM in sfPFKM/MAEA. 
Meritve smo izvedli v 3 ponovitvah in izmerili pri OD340 (izpisi meritev v Prilogi B, C). 
 
Preglednica 28: Aktivnost in specifična hitrost maličnega encima 







sfPFKM/MAEA 721,43 524 1,377 
895,68 1,709 
582,15 1,111 
    




Specifična hitrost encima seva sfPFKM/MAEA, je za 45x močnejša od seva sfPFKM, kar 
nakazuje na močno aktivnost maličnega encima. 
 
4.6 RAST TRANSFORMANT S. cerevisiae V TEKOČIH GOJIŠČIH 
 
Na podlagi testiranja rasti tranformant na trdnih gojiščih, kjer je sev sfPFKM/MAEA rastel 
na maltozi, smo začeli z analizami na tekočem gojišču. Najprej smo morali ugotoviti katera 
konc. maltoze sevom najbolj odgovarja za rast.  
 
Sev sfPFKM smo nacepili na tekoče gojišče Sc ura-, z različnimi konc.maltoze (0,05 %, 
0,1 % in 1% ), z dodanim YNBQ in z/brez etanola. Etanol pripomore k izboljšanju 
razmerja NADH/NADPH, ki je pri sfPFKM sevih porušeno zaradi visoko aktivnih PfkM 
kratkih fragmentov. Sev sfPFKM/MAEA smo nacepili na tekoče gojišče Sc ura-leu-, ostali 
dodatki gojišča so bili enaki kot pri sevu sfPFKM. Sev HD114-8D smo nacepili na tekoče 
gojišče Sc ura-, 0,05 % maltozo z dodanim YNBQ in z/brez dodanega etanola. Gojenje je 
potekalo pri 30° C, 100 obr/min, z rednimi vzorčenji in merjenjem OD660. 
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Slika 19: Specifična hitrost rasti seva sfPFKM in sfPFKM/MAEA na 0,05 %, 0,1 % in 1 % maltozi, z 
dodanim YNBQ in etanolom, (lastnosti sevov so predstavljene v Preglednici 14 in 15).  
 
Rezultati specifične hitrosti rasti seva sfPFKM in sfPFKM/MAEA so pokazali, da ima sev 
sfPFKM na gojišču z 0,1 % in 0,05 % maltozo z dodanim etanolom  močno rast, medtem 
ko sev sfPFKM/MAEA najbolje raste na 0,05 % maltozi z dodanim etanolom. Najslabša 
rast je pri obeh sevih prisotna na 1 % maltozi, saj višje konc. maltoze zavirajo rast seva 
sfPFKM in sfPFKM/MAEA. 
 
 
Slika 20: Specifična hitrost rasti seva sfPFKM in sfPFKM/MAEA na 0,05 %, 0,1 % in 1 % maltozi, z 
dodanim YNBQ (brez dodanega etanola). (lastnosti sevov so predstavljene v Preglednici 14 in 15). 
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Kot je razvidno iz Slike 20, sev sfPFKM brez dodanega etanola v gojišče ni zmožen rasti, 
sev sfPFKM/MAEA pa je zmožen rasti na maltozi brez etanola, kar mu najverjetneje 
omogoča malični encim zaradi boljšega razmerja NADH/NADPH. S tem je rast seva 
sfPFKM/MAEA na maltozi ponovno vzpostavljena, vendar so specifične hitrosti rasti nižje. 
Najboljša rast je pri 0,05 % maltozi, nizke konc. maltoze omogočajo najboljšo rast seva 
sfPFKM/MAEA, vendar raste tudi pri 0,1 % in 1% konc. maltoze, kar nakazuje, da je 
zmožen rasti samo na račun maltoze, medtem ko sev sfPFKM za rast potrebuje tudi 
dodatek etanola v gojišče. 
 
Na podlagi rezultatov na gojiščih z različnimi konc. maltoze (0,05 %, 0,1 % in 1 %) smo 
za nadaljnje analize izbrali gojišča z 0,05 % maltozo. Gojiščem smo v različnih 
kombinacijah dodali glutaminsko kislino, glutamin in malat v konc. 25mM.  Vir dušika 




Slika 21: Specifična hitrost rasti seva sfPFKM in sfPFKM/MAEA na gojišču z/brez 0,05 % maltoze z 
različnimi dodatki - YNB, glutaminska kislina (E), glutamin (Q), malat (M), (lastnosti sevov so 
predstavljene v Preglednici 14 in 15). 
 
Preverili smo kakšna je razlika v rasti med transforantami z vstavljenim sfPFKM in 
sfPFKM/MAEA, ter opazili, da transformante z sfPFKM/MAEA veliko boljše rastejo na 
gojišču z/ brez maltoze, medtem ko transformante z samo sfPFKM komaj opazno rastejo 
na izbranem gojišču. Razlog za slabo rast seva sfPFKM, je odsotnost etanola, ki ga nismo 
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Nadaljnje analize ugotavljanja optimalne sestave gojišča smo izvajali na sevu 
sfPFKM/MAEA, kjer smo spreminjali osnoven vir gojišča, maltozo ali gojenje brez 
maltoze, in kombinacije dodanih aminoksilin (glutamina in glutaminske kisline) ter malata. 
 
 
Slika 22: Specifična hitrost rasti seva sfPFKM/MAEA na gojišču Sc-ura-leu na 0,05 % maltozi in brez 
maltoze, z različnimi dodatki (YNB, glutaminska kislina (E), glutamin (Q), malat (M)).  
 
Sev sfPFKM/MAEA smo gojili na gojišču v različnih kombinacijah virov ogljika in dušika 
– glutaminska kislina (E), glutamin (Q), malat (M), 0,05 % maltoza. Iz slike 22 je 
razvidno, da sev sfPFKM/MAEA najboljše raste, ko ima na voljo vse dodatke (glutaminsko 
kislino, glutamin, malat in 0,05 % maltozo). Glutaminska kislina ima boljši vpliv na rast 
kot glutamin, rast na 0,05 % maltozi je boljša kot rast na gojišču brez vira sladkorja. 
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Slika 23: Specifična hitrost rasti sevov nPFKM/MAEA in sfPFKM/MAEA na gojišču z 0,05 % maltozo 
z različnimi dodatki (glutaminska kislina (E), glutamin (Q))  in z/brez dodanega etanola, (lastnosti 
sevov so predstavljene v Preglednici 15). 
 
Poleg rasti seva sfPFKM/MAEA smo preverili tudi rast seva nPFKM/MAEA. Na Sliki 23 je 
prikazano, da sevom pri rasti dodatno pomaga etanol, saj imajo sevi z dodanim etanolom 
večjo specifično hitrost rasti, kot sevi brez dodanega etanola. Sev nPFKM/MAEA ima 
veliko boljšo specifično hitrost rasti kot sev sfPFKM/MAEA, rast na gojišču brez dodanega 
etanola pa jima omogoča malični encim. 
 
4.6.1 Merjenje konc. nastalih in porabljenih metabolitov 
 
Pri sevih smo s komercialnimi kiti merili tudi koncentracijo porabljene maltoze in 
koncentracije nastalega etanola, glicerola in acetata. Med merjenjem optične gostote smo  
odvzemali vzorce kulture in jih shranjevali za kasnejše meritve metabolitov. 
 
Preglednica 29: Izmerjene koncentracije maltoze, etanola, glicerola in acetata v supernatantu seva 
sfPFKM/MAEA v primerjavi z gojiščem po 43 h gojenja na 0,05 % maltozi z dodanim YNBQ/E/M. 
 Koncentracija (g/L) 
 MALTOZA ETANOL GLICEROL ACETAT 
Gojišče 0,4956 0,0340 0,0061 0,0224 
Gojišče+ sfPFKM/MAEA 0,4661 0,0371 0,1842 0,0088 
 
Vzorec sfPFKM/MAEA na gojišču 0,05 % malt.+YNBQ+E+M je bil odvzet po 43h 
gojenja. Zaradi počasne rasti sfPFKM/MAEA v tem času še ni uspel porabiti veliko 
maltoze, saj je bil šele v začetni fazi rasti. Nastale so manjše količine glicerola, acetata ni 
bilo prisotnega.  
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Slika 24: Koncentracije maltoze v gojišču, vodi ter pri sevih nPFKM/MAEA in sfPFKM/MAEA v 
odvisnosti od suhe teže po 48 h gojenja na 0,05 % maltozi z dodanim YNBQ/E/M in z/brez dodanega 
etanola, (lastnosti sevov so predstavljene v Preglednici 15). Stolpci prikazujejo preostalo konc. maltoze 
v gojišču in rast sevov, merjeno pri OD660 in preračunano v suho težo (g/L). 
 
Vzorce za merjenje konc.maltoze smo odvzemali hkrati z merjenjem OD660. Najhitreje so 
maltozo porabili sevi z dodanim etanolom, sev nPFKM/MAEA je iz gojišča izkoristil vso 
maltozo že po 48 urah rasti. Zaradi počasne rasti seva sfPFKM/MAEA je tudi maltozo 
porabljal zelo počasi, ravno tako pa je bila kot pri sevu nPFKM/MAEA poraba maltoze 
večja, ko je bil v gojišču dodan etanol.  
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V nalogi smo želeli vnesti humani modificirani sfPFKM gen in MAEA gen v S. cerevisiae 
pod kontrolo primernega promotorja. Za vnos MAEA gena smo izbrali plazmid p415 GPD. 
GPD, TEF in CYC so konstitutivni promotorji, ki pa se med sabo razlikujejo po jakosti 
izražanja (Mumberg in sod., 1995).  p415 GPD MAEA smo vnesli v seve S. cerevisiae 
nPFKM,  sfPFKM, CYCnPFKM, CYCsfPFKM, TEFnPFKM, TEFsfPFKM, HD114-8D, 
HD56-5A. V nalogi smo se osredotočili na seva S. cerevisiae z vnešenim  genom 
sfPFKM/MAEA in nPFKM/MAEA. Po preveritvi colony PCR in rezultatih sekveniranja za 
potrditev vnesenega konstrukta p415 GPD MAEA seve S. cerevisiae, smo preverili 
ustrezna gojišča za kultivacijo. Testirali smo rast transformant S. cerevisiae 
sfPFKM/MAEA in nPFKM/MAEA na različnih virih ogljika, kot so glukoza, fruktoza in 
maltoza. Rast na glukozi in fruktozi kot edinem viru ogljika je bilo mogoče detektirati le 
pri nPFKM/MAEA sevu, pri sevih s sfPFKM/MAEA pa se glukoza in fruktoza nista 
izkazala kot primeren vir ogljika. Razlog bi lahko bil v tem, da sta glukoza in fruktoza vir 
sladkorja, ki ju lahko S. cerevisiae hitro asimilira. Rast na maltozi je počasnejša, saj je 
maltoza disaharid, ki ga mora celica najprej razgraditi na 2 glukozi in tako predstavlja 
dolgotrajnejši vir ogljika za celico. Višje koncentracije vira ogljika (1 %) delujejo 
zaviralno na rast. Dokazali smo, da transformante S. cerevisiae sfPFKM/MAEA kot vir 
ogljika najbolje asimilirajo maltozo v najnižji koncentraciji 0,05 %, kar smo preverili z 
kultivacijo sfPFKM in sfPFKM/MAEA v tekočih gojiščih. Sev S. cerevisiae 
sfPFKM/MAEA je sposoben rasti tudi na gojišču brez vira ogljika, kjer koristi aminokisline 
in etanol, kot vir ogljika iz gojišča, ki mu zagotavljajo dovolj potrebne energije za rast.  
 
Da bi sevu omogočili boljšo rast smo poleg osnovnega vira ogljikovih hidratov – maltoze, 
poskušali ugotoviti, kateri viri ogljika in dušika bi mu omogočili še hitrejšo rast. Pri 
rakastih celicah glutamin vstopa prek glutamata v  TCA cikel. Služi kot dodaten vir za 
nastanek malata, ki je substrat za citosolni NADP
+
 odvisen malični encim. Vir dušika v 
gojišču predstavljata glutamin in glutaminska kislina, ki služita za napajanje TCA cikla in s 
tem tvorbo malata. Malat smo dodajali v gojišče kot substrat za malični encim. Koriščenje 
malata je odvisno od dostopnosti malata za malični encim, ki malat pretvarja do piruvata 
ob porabi NADP
+
, da nastaja NADPH. Metabolizem etanola lahko vodi do nastanka 
acetaladehida (encim alkohol dehidrogenaza) ali acetata (encim NADP
+
 odvisna 
acetaldehid dehidrogenaza), pri tem 1 molekula etanola omogoča nastanek 2 molekul 
NADPH, kar omogoča vzdrževanje redoks potenciala v celicah (Boubekeur in sod., 2001). 
Etanol omogoča rast sevu sfPFKM, ki na maltozi brez dodanega etanola ni sposoben rasti,  
z vnosom maličnega encima pa smo omogočili rast seva sfPFKM/MAEA na gojišču brez 
etanola. V različnih kombinacijah virov ogljika in dušika smo dodajali aminokislini 
glutamin in glutaminsko kislino, malat in etanol.  
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Med spremljanjem specifične hitrosti rasti sevov, smo analizirali tudi nastajanje 
metabolitov kot so etanol, glicerol in acetat, ter koncentracije porabljene maltoze iz 
gojišča. Povišana sinteza glicerola posledično vodi do manjšega nivoja etanola, hkrati pa 
nastajajo tudi drugi stranski produkti kot so acetaldehid in acetat (Cronwright in sod., 
2002). 
 
Seve S. cerevisiae smo gojili na gojišču brez maltoze, kot tudi na gojišču z dodano 0,05 % 
maltozo. Pri merjenju koncentracije maltoze, se je izkazalo, da so konc. preostale maltoze 
v gojišču sorazmerne s hitrostjo rasti sevov. Transformante S. cerevisiae sfPFKM/MAEA 
imajo počasno rast, in posledično visoke konc. preostale maltoze v gojišču, hkrati pa je 
sposoben rasti pri nizkih konc. sladkorjev, kar smo tudi želeli dokazati. Rast je počasna, 
vendar v primerjavi z sevom nPFKM/MAEA veliko boljša, saj je sev sfPFKM/MAEA 
zmožen rasti na maltozi brez dodanega etanola.  Počasna rast se odraža v zelo dolgi 
kultivaciji, tudi do 400 ur, predvsem zaradi zelo počasne lag faze. Z merjenjem smo 
zaznali tudi manjše konc. glicerola, medtem ko etanol in acetat nista nastajala. Količine 
nastalega glicerola, ki ga S. cerevisiae proizvede kot odziv na anaerobiozo ali osmotski 
stres so relativno majhne (Overkamp in sod., 2002). 
 
S. cerevisiae nima transhidrogenazne aktivnosti, niti maličnega encima, ki bi jim 
omogočila pretvorbo NADH direktno v NADPH. Poskušali so vnesti bakterijsko 
transhidrogenazo v kvasovko, za pretvorbo nastalega NADH v NADPH, kar pa zaenkrat še 
ni bilo uspešno razvito (Nevoigt, 2008). Nato so poskusili z relokacijo maličnega encima v 
citosol in omogočili, da je S. cerevisiae zmožna pretvarjati malat v piruvat, CO2 in 
reducirani koencim NADPH (Zelle in sod., 2011). Preverili smo aktivnost vstavljenega 
gena za MAEA. Gen za MAEA ima močno encimsko aktivnost, kar smo dokazali z 
merjenjem encimske aktivnosti pri sevu sfPFKM in sfPFKM/MAEA. Specifična aktivnost 
encima MAEA pri sevu sfPFKM/MAEA je za 45x močnejša od seva sfPFKM, kar nakazuje 
na močno aktivnost maličnega encima in posledično boljše ravnotežje NADH/NADPH, ki 
se uravnava v citosolu. Potrebno bi bilo tudi spremljanje razmerja NADH/NADPH, da bi 
lahko potrdili ali vnos MAEA v sfPFKM omogoča boljše ravnotežje NADH/NADPH. Ker 
nismo imeli na voljo kita za merjenje razmerja NADH/NADPH, analize nismo mogli 
izvesti. 
 
Poleg merjenja razmerja NADH/NADPH je za nadaljnje raziskave zanimiv tudi vzrok  
počasne rasti seva S. cerevisiae sfPFKM/MAEA. V dosedanjih meritvah smo opazili, da 
ima sfPFKM/MAEA zelo dolgo fazo prilagajanja rasti (približno 300 ur), vendar nato 
preide v hitro logaritemsko in eksponetno fazo, za kar bi lahko bile odgovorne spremembe 
v metabolizmu, ki sprožijo prehod v logaritemsko fazo rasti. 
 
Malični encim se v rakastih celicah nahaja tako v citosolu in mitohondrijih, medtem ko pri 
kvasovkah le v mitohondrijih. Z relokacijo maličnega encim v citosol je tako omogočeno 
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nastajanje NADPH kot pri rakastih celicah, saj S. cerevisiae koristi malat, ki ga dodajamo 
v gojišče in je substrat za malični encim. MAEA, ki se v rakastih celicah nahaja v citosolu 
malat pretvarja do piruvata, pri tem pa se NADP
+
 reducira v NADPH (Legiša, 2014). Sev 
sfPFKM/MAEA je zmožen rasti na gojišču brez dodanega etanola, saj je zaradi maličnega 
encima sposoben koristiti ostale komponente gojišča, malat ter glutamin in glutaminsko 
kislino, ki ju pretvarja do malata. Malat koristi malični encim, ki ga pretvarja do piruvata, 
ki vstopa nazaj v TCA. S takšnim načinom metabolizma sev sfPFKM/MAEA posnema 
delovanje metabolizma pri rakastih celicah. 
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- s transformacijo smo uspešno vnesli humani modificirani sfPFKM gen in gen za 
malični encim v S. cerevisiae pod kontrolo promotorjev GPD, TEF in CYC, 
 
- transformante, ki nosijo zapis za sfPFKM encim imajo višjo specifično hitrost rasti 
pri nižjih koncentracijah sladkorjev, 
 
- transformante sfPFKM/MAEA so sposobne rasti na maltoznem gojišču brez 
dodanega etanola, medtem ko sev sfPFKM brez etanola ni zmožen rasti na maltozi 
 
- encimska aktivnost maličnega encima v transformanti je visoka, tako lahko 
sklepamo, da je razmerje NADH/NADPH uravnavano veliko boljše kot pri sevu 
brez MAEA. Potrebne bi bile meritve razmerja NADH/NADPH, da bi lahko potrdili 
razlike v izboljšanem ravnovesju NADH/NADPH pri sevih s sfPFKM/MAEA v 
primerjavi s sevom sfPFKM. 
 
- sklepamo lahko, da smo z vnosom MAEA gena v kvasno transformanto z sfPFKM 
genom, delno izboljšali porušeno ravnotežje med NADH/NADPH in omogočili 
boljšo rast, vendar je v primerjavi z nativnim sevom rast še vedno počasnejša, 
 
- z dodatkom substratov, ki sodelujejo pri sintezi malata kot substrata za malični 
encim, smo zaznali večjo hitrost rasti seva sfPFKM/MAEA, kar posredno potrjuje 
vlogo maličnega encima pri optimizaciji redoks potenciala v celicah,  
 
- na podlagi dobljenih rezultatov ne moremo zaključiti, da lahko novo nastalo 
transformanto uporabljamo kot modelni organizem, saj bi bilo potrebno preučiti še 
dodatne vplive, kot so vrednotenje razmerja NADH/NADPH,da bi lahko potrdili 
delovanje maličnega encima v citosolu, kot deluje pri rakastih celicah. 
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Z vnosom humanega modificiranega sfPFKM gena in gena za malični encim MAEA v S. 
cerevisiae pod kontrolo primernega promotorja smo želeli izboljšati specifično hitrost rasti 
transformant pri nižjih koncentracijah sladkorjev. Glede na to, da imajo humane celice 
citosolni NADP+ specifični malični encim, kvasovke pa ne, smo poskusili z vnosom 
MAEA gena v kvasno transformanto z sfPFKM genom, omiliti porušeno ravnotežje med 
obema nukleotidoma in omogočiti normalno rast.  
 
S transformacijo S. cerevisiae smo uspešno vnesli sfPFKM in MAEA v različne seve. Sevi 
najboljše rastejo, ko imajo v gojišču na voljo 0,05 % maltozo, glutamin, glutaminsko 
kislino, malat in etanol. Aminokisline so ključne za napajanje TCA cikla in nastajanje 
malata, etanol pa prispeva k povišanju znotrajceličnega nivoja NADPH. Malat je potreben 
za napajanje maličnega encima. Rast v tekočih gojiščih smo spremljali z merjenjem 
optične gostote, izražene kot specifična hitrost rasti, merili smo encimsko kinetiko, porabo 
maltoze in nastajanje etanola, acetatata in glicerola. Sevi z vnesenim sfPFKM/MAEA imajo 
nižjo specifično hitrost rasti v primerjavi z sevi sfPFKM na gojiščih z maltozo in dodanim 
etanolom. Sevi z vnesenim sfPFKM/MAEA so sposobni rasti na maltozi brez dodanega 
etanola, kar nakazuje da lahko malični encim prevzame vlogo etanola. MAEA vpliva na 
izboljšanje porušenega ravnotežja NADH/NADPH v citosolu, kar pa bi morali potrditi z 
merjenjem razmerja nukleotidov. 
 
Uspeli smo narediti gensko spremenjeno kvasovko S. cerevisiae s humanim modificiranim 
sfPFKM genom in NADP
+
 specifičnim maličnim encimom, ki je prisoten v rakastih 
celicah. Transformanta sfPFKM/MAEA ima tako vnesena dva gena, ki sta značilna za 
humane rakaste celice in je kot taka primerna za modelni organizem metabolizma rakastih 
celic, vendar so potrebne še nadaljnje raziskave v smeri metabolizma in meritev razmerja 
NADH/NADPH, da bi lahko razumeli obnašanje metabolizma rakastih celic.  
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Prikaz grafičnega določevanja specifične hitrosti rasti. 
 
 
Prikaz OD660 rasti seva sfPFKM/MAEA na gojišču Sc-ura-leu- z dodanim YNBQ+E+M 
 
 
Prikaz biomase seva sfPFKM/MAEA na gojišču Sc-ura-leu- z dodanim YNBQ+E+M 
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Izpisi meritev encimske aktivnosti seva sfPFKM/MAEA. 
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Izpisi meritev encimske aktivnosti za sfPFKM 
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